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Drosophila dSparc prevents cell competition 
 
 
During cell life, cells accumulate mutations that can change their fitness. 
Cell competition is a phenomenon that occurs among cells with different 
metabolic rates. Cells with a proliferative advantage (winners) induce apoptosis 
in loser cells and then displace them. Cell competition prevents the 
accumulation of less fit cells and maintains cell number unchanged in tissues. 
Field cancerization does not imply morphological alterations and seems to be 
related with cell competition. 
We have identified the Drosophila dSparc as an early marker 
upregulated in loser cells. dSparc provides a transient shielding against cell-to-
cell differences in cellular fitness, by setting a higher threshold for caspase 
activation in loser cells. This mechanism may allow useful cells to recover from 
transient and limited damage before they are unnecessarily eliminated by the 
winners. If the differences in cellular fitness persist, cell competition induced 
apoptosis is nevertheless triggered. dSparc expression might have a function in 
restoring homeostasis in damaged tissues. Our models of cell competition 
based in dMyc expression or stress allow us to study de function of dSparc in 
cell competition. 
Human homologue of dSparc has a variable expression in many tumors, 
promoting tumour development, metastasis and field cancerization, in the other 
hand, human dSparc also can act as a tumour suppressor. The reason of these 
opposite functions remains unsolved. So, our work in Drosophila dSparc could 














1. Modelo animal: Drosophila melanogaster 
El estudio de Drosophila melanogaster comenzó a principios del siglo 
XX, y su estudio intensivo (sobre todo en las últimas décadas) ha permitido 
determinar diferencias y similitudes genéticas entre vertebrados e 
invertebrados. Drosophila tiene varias ventajas: es pequeña, muy barata y fácil 
de mantener, su ciclo vital es muy rápido (9 días), permite tener una gran 
cantidad en un espacio pequeño, su genética es sencilla (sólo tiene 4 pares de 
cromosomas) y existen muchas cepas con mutaciones y alteraciones en el 
ADN pre-existentes a la era genómica. La existencia de cromosomas 
balanceadores (en los que la recombinación meiótica está impedida) permite 
mantener indefinidamente estas alteraciones cromosómicas. Además, durante 
la última década se han desarrollado diversas herramientas moleculares 
específicas de Drosophila que permiten controlar la expresión de un gen 
temporal y espacialmente o inactivar la función de un gen en una subpoblación 
de células dentro de un tejido.  
Además fue uno de los primeros organismos pluricelulares cuyo genoma 
fue secuenciado completamente (Adams y cols. 2000). Al compararlo con el 
genoma humano encontramos un 60 % de genes comunes. Así, el estudio de 
la mosca del vinagre nos permite entender mejor cómo funciona el cuerpo 
humano y la base genética y celular de ciertas enfermedades, contribuyendo 
así a conseguir tratamientos efectivos contra ellas (Venter y cols. 2001).  
 
1.1. Ciclo vital de Drosophila melanogaster. 
Drosophila es un insecto holometábolo (es decir, con metamorfosis 
completa): la larva adquiere el tamaño adulto y entonces entra en fase de pupa, 
tras la cual surge un individuo adulto completamente diferente a la larva y con 
su tamaño definitivo. Como los insectos son organismos poiquilotermos (no 
mantienen su temperatura corporal constante), la duración de su ciclo vital 
depende de la temperatura. A 25ºC tienen un ciclo vital de 9 días, contados 
desde la puesta del huevo hasta la emergencia del adulto (Figura 1A). El huevo 
eclosiona a las 22 horas de la puesta y se suceden 3 estadios larvarios con una 






llegar al tamaño máximo que le permite la cutícula y en ese momento realiza la 
muda, pasando al estadio siguiente. Mientras los dos primeros periodos 
larvarios duran cada uno 24 horas, la larva pasa dos días en 3er estadio. 
Durante la fase larvaria proliferan unas estructuras epiteliales en forma de 
saco, llamadas discos imaginales, que darán lugar al esqueleto externo de la 
mosca. Una vez la larva alcanza el tamaño definitivo, pasa a estadio de pupa 
donde realiza la metamorfosis, emergiendo el individuo adulto o imago al cabo 
de 4 días. Durante esta fase, la mayoría de los tejidos larvarios serán 
destruidos y reemplazados por tejidos adultos (Figura 1B-D). 
 
Figura 1. Ciclo vital de Drosophila. Esquemas del embrión y larva. (A) Ciclo vital de 
Drosophila a 25ºC (tomado de Alberts, 1994). (B, C) Esquema de un embrión al final del 
desarrollo embrionario con los primordios imaginales y una larva de tercer estadio con los 
discos propiamente dichos. En el embrión están señalados los segmentos torácicos 1 (T1), 
abdominales 1 y 8 (A1 y A8). Se muestran el disco labial (dl), disco de ojo-antena (doa), de ala 
(da), de halterio (dh), de pata (dp), disco genital (dg) e histoblastos (hib). Cedido por Silvia 
Aldaz. (D) Correspondencia de los discos imaginales con las estructuras adultas que forman 






1.2. Discos imaginales 
Los discos imaginales provienen de células ectodérmicas indiferenciadas 
del embrión que son reclutadas al final de la embriogénesis y que expresan 
genes específicos de tejido imaginal (Cohen y cols. 1993). Estas células se 
invaginan y forman los primordios imaginales, con características diferentes a 
las células larvarias, las cuales sufren procesos de endoreplicación (y, por 
tanto, adquieren mayor tamaño) y expresan genes que impiden la formación de 
células imaginales (Pierce y cols. 2004). Durante la fase larvaria las células de 
los primordios proliferan activamente y adquieren una expresión genética 
diferencial necesaria para dar lugar a la forma adulta. El patrón adulto ya está 
establecido en el disco imaginal maduro: las diferentes regiones del disco 
exhiben una estricta determinación para dar lugar a partes específicas de la 
cutícula adulta tras la metamorfosis (Bryant, 1971) (Figura 2). En cambio, el 
abdomen se forma a partir de grupos de células denominados histoblastos que 




Figura 2. Esquema de tórax y ala de adulto y de disco imaginal. Visión dorsal de las 
estructuras adultas (A) y de un disco de tercer estadio (B). Correspondencia entre la zona 
presuntiva de ala (amarillo), de axila (rojo) y notum (violeta) y las estructuras adultas. La región 








2. Competición celular 
Drosophila ha surgido como un modelo óptimo para estudiar la 
competición celular: los discos imaginales de las larvas son epitelios donde la 
competición celular puede ser estudiada mediante la generación de clones de 
células. Las herramientas disponibles en Drosophila permiten la inducción de 
sistemas de expresión clonal (Blair 2003), es decir, el sistema FRT/Flp (Xu y 
Rubin 1993), que permite la generación de células con características 
específicas que crecen y se desarrollan como clones de células en los discos 
imaginales. Este sistema en combinación con el sistema de expresión Gal4-
UAS (Brand y Perrimon 1993) permite la expresión de construcciones de ARNi 
(Boutros y Ahringer 2008)  o sobreexpresión de genes específicamente en 
células de esos clones. Ambas técnicas se pueden utilizar al mismo tiempo 
para estudiar el crecimiento de células genéticamente modificadas en contacto 
con células silvestres. El gran conocimiento de la genética de Drosophila y la 
secuenciación completa de su genoma facilitan la identificación de genes 
candidatos y su estudio. Además, más del 75% de los genes identificados en 
enfermedades humanas tienen homólogos en Drosophila (Reiter y cols. 2001). 
Durante la última década, muchos modelos de crecimiento tumoral en 
Drosophila han contribuido a la identificación de nuevas vías de señalización 
involucradas en patogénesis como por ejemplo Salvador-Hippo-Warts, Notch, 
Lgl-Scrib-dlg, EGFR-Pi3K entre otros (Zhao y cols. 2010; Thompson y cols. 
2005; Vaccari y Bilder 2005; Hariharan y Bilder 2006; Vidal y Cagan 2006; 
Humbert y cols. 2008; Read y cols. 2009). No obstante, todavía se conoce muy 
poco sobre las vías de señalización involucradas en competición celular 
(Bondar y Medzhitov 2010; Marusyk y cols. 2010; Zecca y Struhl 2010).  
 
2.1. Minutes 
La competición celular fue descubierta por primera vez en Drosophila 
melanogaster cuando dos poblaciones celulares con diferentes velocidades 
metabólicas se pusieron en contacto, y se observó que las células más lentas, 






más activas (Morata y Ripoll 1975). Para ello se usaron unos mutantes 
llamados Minute, con mutaciones dominantes en genes que codifican proteínas 
ribosomales, que causan una  biogénesis reducida de ribosomas, lo  que 
produce como resultado crecimiento lento. Sin embargo, cuando las células 
M/+ se enfrentan con células silvestres en el disco imaginal de Drosophila, las 
primeras son eliminadas (Morata y Ripoll 1975), posteriormente se descubrió 
que la eliminación de estas células se producía por apoptosis (Moreno y cols. 
2002a) (Figura 3).  
Este fenómeno también ha sido observado en mamíferos (Bondar y 
Medzhitov 2010; Tamori y cols. 2010; Oliver y cols. 2004; Oertel y cols. 2006; 
Sansom y cols. 2007).  
 
Figura 3. Competición celular. (A) Un clon de células con genotipo mutante es viable cuando 
está situado entre células del mismo genotipo. (B) Las células mutantes son eliminadas por 
apoptosis cuando están situadas entre células silvestres (wt). Este podría ser un mecanismo 
para eliminar células subóptimas y optimizar el tejido (Modificado de (Moreno 2008)). 
 
 
2.2. Factores implicados en competición celular  
Se ha propuesto que células con alteraciones en genes de la ruta de la 
insulina podrían ser eliminadas por competición celular. Dichas observaciones 
derivan de experimentos realizados con mutaciones en genes de la ruta como 
chico que es el homólogo en Drosophila melanogaster del substrato del 






codifica una proteína que funciona como transportador orgánico de cationes y 
que es diana de la misma ruta (Herranz y cols. 2006). 
Mutaciones en la ruta de las BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) en 
Drosophila (Dpp) también pueden ser capaces de generar competición celular 
al causar distorsiones en los niveles de expresión de brinker (brk) (regulador 
negativo de la vía) (Burke y Basler 1996; Campbell y Tomlinson 1999; 
Jazwinska y cols. 1999). brk es un represor transcripcional que reprime la 
expresión de los genes diana de Dpp y es regulado negativamente por Dpp 
(Campbell y Tomlinson 1999; Jazwinska y cols. 1999).  Dpp es un factor de 
crecimiento y supervivencia secretado que forma un gradiente proteico 
extracelular a lo largo del eje antero-posterior del disco imaginal del ala de 
Drosophila melanogaster (Teleman y Cohen 2000; Tabata y Takei 2004). Las 
células que transducen Dpp con menor eficiencia o incapaces de transducir 
Dpp sobreviven poco en la región media del disco de ala, donde los niveles de 
Dpp son mayores. (Burke y Basler 1996). Mutaciones en thickveins (tkv), (el 
receptor de Dpp), también pueden ser capaces de generar competición celular 
al causar distorsiones en los niveles de expresión de brk. Los clones mutantes 
de tkv incrementan la expresión de brk, y son eliminados excepto en las 
regiones laterales del disco donde normalmente hay elevados niveles de Brk 
(Moreno y cols. 2002a), de manera similar ocurre con las células M/+ (Moreno y 
cols. 2002a). La implicación de la vía de Dpp en competición celular es 
importante puesto que un aumento puntual de la expresión de brk en algunas 
células de un tejido parece ser condición suficiente para inducir competición 
celular (Moreno y cols. 2002a).  
Otro de los grupos de genes que se han visto relacionados con 
competición celular a través de Dpp, son aquellos relacionados con 
endocitosis. dRab5 es una proteína requerida para la formación de vesículas 
de endocitosis y fusión de estas con endosomas tempranos. Niveles suficientes 
de la GTPasa Rab5 son necesarios para la endocitosis de Dpp (Tsukazaki y 
cols. 1998; Entchev y cols. 2000). La expresión de la forma dominante negativa 
de dRab5 en clones de células silvestres causa un incremento en los niveles de 






sobreexpresión de dRab5 en las células perdedoras durante el proceso de 







Figura 4. Factores implicados en competición 
celular. (A) Ilustración esquemática del epitelio 
del disco imaginal de ala.  Dpp (azul) se expresa 
en el centro del disco y forma un gradiente 
simétrico. Dpp limita la expresión de brk (rojo) a 
las regiones laterales del disco. (B) Células 
Minute (verde) cerca de la fuente  de Dpp 
expresan brk, llevando a la  activación de la vía 







Cuando hay una disrupción en el gradiente normal de Dpp (y como 
consecuencia en el gradiente Brk) se activa la vía Jun N(amino)-terminal 
Kinase (JNK), que produce apoptosis (Adachi-Yamada y cols. 1999) (Figura 4). 
La vía de JNK es capaz de producir una muerte celular masiva cuando se 
activa ectópicamente en discos imaginales de de Drosophila, a través del 
aumento de expresión de genes pro-apoptóticos como “head involution 
defective” (hid) y “reaper” (rpr) (Moreno y cols. 2002b).  
La ruta JNK produce apoptosis morfogenética, que permite eliminar 
células con posiciones erróneas en el disco imaginal de ala, debido a la 
aparición de discontinuidades en la recepción de morfógenos como Dpp, 
wingless (Wg) y Hedgehog (Hh) (Adachi-Yamada y cols. 1999; Adachi-Yamada 
y O'Connor 2002). Además, se ha descrito que es la activación de la JNK la 
que induce apoptosis en los clones M/+ que son eliminados del epitelio 






Figura 5: La hipótesis de 
captura de ligando. Las 
células compiten por factores 
de supervivencia extracelulares 
y de crecimiento como Dpp. 
Las células ganadoras son 
capaces de obtener más 
factores de supervivencia. Las 
células perdedoras tienen baja 
señalización de supervivencia 
como consecuencia de la 
competición y activan la vía 
JNK y la transcripción de hid 
que desencadena  apoptosis. 
La comparación de los niveles 
de Dpp entre las células a 
través de un mecanismo 
desconocido podría ser 
importante para la inducción de 




2.3. Otros sistemas de competición celular 
Los Minutes fueron el primer sistema en el que se observó la 
competición celular. Sin embargo otras mutaciones se han relacionado con 
procesos competitivos.  
Mutaciones o alteraciones que afectan a dmyc. El factor de transcripción 
dmyc es el homólogo de la familia myc de factores de transcripción de 
mamíferos (c-myc, N-myc y L-myc) y son  funcionalmente similares (Gallant y 
cols. 1996). Regula genes involucrados en metabolismo celular y controla la 
expresión de muchos genes involucrados en el crecimiento celular y 
proliferación (Johnston y cols. 1999). Así, mutaciones en dmyc, como el alelo 
hipomorfo  dmycP0, inducen  competición de la misma manera que ocurre con 
los Minute. En presencia de células silvestres, las células dmycP0/P0
Células con mutaciones en genes supresores de tumores como “lethal 
giant larvae” (lgl)  o “scribbled” (scrib) se comportan de manera similar a las 
células Minute y son eliminadas por competición celular (Brumby y Richardson 
2003; Grzeschik y cols. 2007). En estos casos, las células perdedoras son las 
que llevan estas mutaciones y son eliminadas por apoptosis inducida por las 
 son 







células silvestres circundantes. Células scrib-/-
Otro grupo de alteraciones genéticas que inducen competición celular 
son las que afectan a la ruta Salvador–Warts–Hippo (SWH), ya que células 
mutantes para algunos de sus componentes son capaces de inducir la muerte 
por apoptosis de las células silvestres de su entorno (Tyler y cols. 2007).  
 sobreproliferan sin problemas de 
viabilidad, pero cuando se encuentran rodeadas por células silvestres, mueren 
por apoptosis (Brumby y Richardson 2003).  
 
2.4. Supercompetición 
Existe otro tipo de competición celular donde las células perdedoras son 
las silvestres. Al incrementar la actividad de dmyc, estas células crecen más de 
lo que deberían a expensas de eliminar a las células silvestres (de la Cova y 
cols. 2004; Moreno y Basler 2004). Las células que ganan dmyc son capaces 
de inducir apoptosis en las células silvestres circundantes, que en esta 
situación son perdedoras (Figura 6). Debido a que la sobre-proliferación de las 
células que sobreexpresan myc está contrarrestada por la apoptosis de las 
células vecinas, el número total de células se mantiene constante y no provoca 
malformaciones morfológicas (de la Cova y cols. 2004). Este fenómeno donde 
la célula mutada adquiere una ventaja se conoce como supercompetición 
(Moreno y Basler 2004). 
 
Figura 6. Supercompetición. Células mutantes son capaces de eliminar células silvestres 
(wt). La supercompetición podría contribuir a la progresión del cáncer antes de que las 
malformaciones morfológicas sean detectables. (Modificado de (Moreno 2008)). 
 






En mamíferos, el exceso de actividad de c-myc está relacionado con 
tumores agresivos y poco diferenciados. Translocaciones del gen c-myc que 
desregulan su expresión, se encuentran  en linfomas y plasmacitomas. 
Aparece amplificado en varios tipos de cáncer (como pulmón e hígado), 
además de tener niveles elevados de expresión en un tercio de carcinomas de 
hígado y colon. La activación de c-myc por otras rutas de señalización (APC, 
BCR-ABL, c-src, wnt) juega un papel esencial en la transformación tumoral 
causada por dichas rutas (Dang y cols. 1999). Por tanto, c-myc aparece en una 
gran cantidad de tumores humanos. Sin embargo, debido a que la mayoría de 
los tumores humanos son demasiado grandes cuando se detectan (y a menudo 
con muchas alteraciones genéticas) es difícil determinar si c-myc es causante 
de la iniciación del tumor o aparece en las últimas etapas como una 
consecuencia. Se asume que el papel predominante de c-myc en la iniciación y 
progresión tumoral es el de inducir proliferación incontrolada acompañada de 
des-diferenciación (Pelengaris y cols. 2002).  
El cáncer es un proceso secuencial que requiere de una serie de 
mutaciones en genes supresores de tumores y proto-oncogenes para 
transformar una célula normal en un tumor maligno con capacidad invasiva 
(Fearon y Dang 1999). Mientras que los primeros requieren de su inactivación 
para inducir cáncer, los segundos provocan tumoricidad cuando se sobre-
activan. p53 es un ejemplo de gen supresor, mientras que c-myc lo es de proto-
oncogén. Ambos están implicados en muchos tipos de cáncer, y a menudo 
tienen una mala prognosis (Soucek y Evan 2010; Brown y cols. 2009). 
 
4. Cancerización de campo, formación y progresión tumoral 
Uno de los modelos que permitiría explicar como toda una serie de 
mutaciones y alteraciones génicas pueden darse simultáneamente en las 
mismas células, es la cancerización de campo. El concepto de cancerización 
de campo fue inicialmente propuesto por Slaughter en 1953 (Slaughter y cols. 
1953) basándose en observaciones histológicas, para explicar la persistencia 






el tejido tumoral primario. El término se ha empleado para describir múltiples 
terrenos de enfermedad premaligna, con una prevalencia mayor de la esperada 
de aparición de múltiples tumores primarios o secundarios locales y la 
presencia de tumores distantes sincrónicos (Slaughter y cols. 1953). La 
consecuencia de las alteraciones genéticas precoces es que la célula alterada 
adquiere una ventaja proliferativa sobre el resto de las células del epitelio. Se 
crea así un campo precanceroso expansivo que va progresivamente 
reemplazando al epitelio normal. Los campos precancerosos son expansivos 
aunque no invasivos. Esta capacidad invasiva define al cáncer y marca la 
diferencia entre campo precanceroso y cáncer. La capacidad invasiva se 
adquiere presumiblemente por la suma de eventos oncogénicos más tardíos 
(Slaughter y cols. 1953). Actualmente, el funcionamiento del proceso de 
cancerización de campo se encuentra mejor establecido en el contexto del 
carcinoma de células escamosas de cuello y cabeza (HNSCC, head and neck 
squamous cell carcinoma) (revisado en (van Oijen y Slootweg 2000)).  
Para generar un tumor, son necesarias un mínimo de 3 a 12 mutaciones 
diferentes dependiendo del tipo celular y el tumor (Merlo y cols. 2006). 
Teniendo esto en cuenta, la supercompetición podría ser un posible 
mecanismo que facilitaría un proceso de cancerización de campo durante las 
etapas tempranas de la formación de tumores e incrementaría la posibilidad de 
mutaciones adicionales que dieran lugar a un tumor. Todavía se conoce poco 
sobre los estadios iniciales de la formación de tumores. La relación entre los 
procesos de cancerización de campo y competición celular vendría mediada 
por la aparición de alteraciones genéticas capaces de inducir 
supercompetición. Mutaciones que produzcan mayores niveles de myc en una 
célula, harán que esta adquiera propiedades supercompetitivas desplazando 
















Figura 7. Representación esquemática de 
las etapas tempranas de la formación de 
tumores. Células epiteliales silvestres 
sobreexpresan myc, después de la exposición 
a un mutágeno (A) ocurren cambios genéticos 
en supresores tumorales o oncogenes que 
convierten a la célula silvestre en una 
supercompetidora. Como resultado, se inicia el 
proceso de competición celular en un tejido 
compuesto por células ganadoras (naranjas) y 
perdedoras (gris). Las células perdedoras son 
eliminadas del tejido por apoptosis (B) y las 
células ganadoras pueden expandir su 
territorio generando un campo precanceroso 
(C). Si tuvieran lugar mutaciones adicionales 
que afectaran oncogenes y/o genes 
supresores de tumores en estas células, se 







Si un tejido silvestre es 
expuesto a un mutágeno, una de estas células mutadas podría crecer y 
colonizar una región del tejido mediante supercompetición. Sin embargo, estas 
células no inducen malformaciones morfológicas y por lo tanto son 
indetectables para los patólogos. Si hay una nueva exposición al mutágeno o la 
exposición inicial se mantiene, una de estas células podría sufrir mutaciones 
adicionales y malignizarse. Cuanto mayor es este clon de células 
precancerosas, más probable podría ser una segunda o tercera mutación, lo 
que resultaría en la generación de células tumorales (Figura 7). 
Uno de los problemas del cáncer es que el mínimo tamaño detectable 
que los patólogos identifican como un tumor pequeño, ya compromete a mil 






oncogenes y genes supresores de tumores y su malignidad potencial es más 
elevada comparada con las células de una cancerización de campo con una 
sola mutación. Este pequeño tumor estaría tan solo a 10 rondas de división del 
tamaño máximo de un tumor compatible con la vida (1012 células) (Rhiner y 
Moreno 2009) (Figura 8).  
 
 
Figura 8. Los números del cáncer: Una célula transformada debe dividirse al menos 30 veces 
para producir 109 células, esta es la mínima masa detectable clínicamente. Pero solo 10  
rondas de división adicionales son necesarias para producir un tumor de 1012 células, que 
habitualmente es el tamaño máximo compatible con la vida. Alrededor del 75% de los ciclos de 
división ocurren antes de que los cambios morfológicos puedan ser detectados. (Modificado de 
(Moreno 2008)). 
 
El mecanismo de estos eventos tempranos que tienen lugar en la 
cancerización de campo es desconocido y la falta de marcadores específicos 
dificulta la detección de estos eventos pre-tumorales. Se ha propuesto que la 
expansión de las células pre-tumorales puede depender no solo de su potencial 
proliferativo si no también podría requerir un proceso de competición celular 
para expandirse a expensas de las células silvestres circundantes (Moreno y 
Basler 2004; Moreno 2008). 
Se ha propuesto que en esta situación, la supercompetición podría ser 
un evento clave para regular la expansión de la cancerización de campo, y se 
incrementaría la probabilidad de adquirir mutaciones adicionales tumorigénicas 
(Rhiner y Moreno 2009). Así, bloqueando la competición celular se podría 







5. Competición celular y cáncer 
La detección temprana es crucial para una mejor prognosis del cáncer. 
Si los campos pre-tumorales pudieran ser identificados antes, los tratamientos 
podrían ser más efectivos y la prognosis de los pacientes sería mejor. Si los 
elementos clave que tienen una función en competición celular fueran 
identificados, estos eventos tempranos podrían ser detectados y se podría 
retrasar la progresión tumoral.  
También las células metastásicas tienen que competir para colonizar 
nuevos tejidos en el organismo. Se ha postulado que los genes implicados en 
metástasis podrían ser los mismos que los que están mutados inicialmente en 
tumores primarios (Klein 2008), por lo tanto la competición celular podría ser 
relevante para la metástasis. Estas proteínas serían dianas ideales para 
tratamientos específicos como inmuno-quimioterapia, pudiendo retrasar la 
eliminación de las células silvestres durante la progresión tumoral, o también se 
podrían elegir como blanco para la eliminación las células mutadas 
malignizadas. 
 
6. Marcadores específicos de competición celular 
Se ha descrito que la supercompetición puede ser modulada por dos 
factores: Primero, compensando el déficit de factores extracelulares de las 
células perdedoras incrementado la endocitosis. Esto previene la apoptosis y 
facilita la supervivencia de las células silvestres rodeadas por células que 
sobreexpresan dmyc y como consecuencia, las ganadoras no se pueden 
expandir y el tamaño de los clones dmyc es menor (Moreno y Basler 2004); 
Segundo, inhibiendo directamente la apoptosis en las células silvestres 
perdedoras mediante la sobreexpresión de p35 (Moreno y cols. 2002a), 
mutaciones en hid (de la Cova y cols. 2004) o sobreexpresando dIAP1 
(“Drosophila inhibitor of apoptosis 1”) (Moreno y Basler 2004), lo que permite su 
supervivencia, y a la vez previene la expansión de las células dmyc ganadoras. 
Desde que se demostró que la apoptosis de las células perdedoras es 






2004), este crecimiento de las células ganadoras se definió como apoptosis 
dependiente de proliferación (Moreno 2008). 
Hasta ahora no se conocía ningún gen específico de competición, por lo 
tanto no era posible diseñar una estrategia para modular estadios tumorales 
tempranos. La posibilidad de realizar estudios sobre el genoma completo de 
Drosophila y la validación funcional mediante hibridación in-situ posibilitan la 
identificación de genes nuevos involucrados en competición celular (Tyler y 
cols. 2007). En nuestro laboratorio hemos utilizado las técnicas de análisis de 
expresión utilizando microarrays han permitido la identificación de genes 
sobreexpresados o atenuados en competición celular (Rhiner y cols. 2010). Las 
técnicas de ARN de interferencia han permitido la validación de estos 
candidatos a marcadores de competición celular  in-vivo.  
Las células Schneider 2 de Drosophila también han contribuído a dar 
con mecanismos implicados en competición celular. Se ha descrito que cuando 
se mezclan dos poblaciones de células S2 con diferentes niveles de dmyc, se 
producen interacciones celulares similares a las que tienen lugar en el disco 
imaginal de ala durante cuando se induce competición celular. Hay datos que 
indican que las dos poblaciones celulares participan y son necesarias en el 
proceso competitivo porque liberan factores solubles en el medio (Senoo-
Matsuda y Johnston 2007). En nuestro laboratorio hemos observado que una 
molécula secretada participa en el proceso como una señal de muerte (killing 
signal, KS) e induce apoptosis en las células perdedoras, pero la identidad de 
esta señal secretada durante la competición celular no se ha probado todavía. 
No obstante, el ligando de la superfamilia TNF en Drosophila, Eiger (Igaki y 
cols. 2002), puede activar la vía JNK y desencadenar apoptosis (Moreno y cols. 
2002b) y se ha propuesto que podría jugar un papel durante el desarrollo 




Hemos identificado recientemente la proteína de membrana Flower 






que se requiere para marcar las células como ganadoras o perdedoras (Rhiner 
y cols. 2010). Este gen fue descrito en 2009. Se llamó flower debido a su 
fenotipo mutante en la unión neuromuscular de la larva de Drosophila (Yao y 
cols. 2009). Se propuso que el producto de fwe era un canal de calcio con una 
función en la endocitosis durante las sinapsis que tienen lugar en el sistema 
nervioso de Drosophila. Durante la competición celular, mediante splicing 
alternativo fwe da lugar a tres isoformas proteicas que conforman un código: 
Fweubi, FweLose-A y FweLose-B. Niveles basales de Fweubi son producidos 
constantemente. Durante la competición celular las formas FweLose se 
sobreexpresan en las células perdedoras. Las comparaciones entre células de 
los niveles relativos de Fweubi  y FweLose determinan finalmente cual de las 
células será eliminada por apoptosis inducida por competición celular (Figura 
9).  
 
Este código implica una comunicación célula-célula donde la célula que 
expresa FweLose es eliminada solo si está en contacto con una célula vecina 
que expresa Fweubi. La expresión de FweLoseA y FweLoseB en todo el organismo 
no incrementa la apoptosis ni la eliminación de estas células. Además si se 
inhibe la expresión de fwe mediante un ARNi específico, se previene la 
eliminación de las células perdedoras durante la competición celular, y por 
tanto la expansión de las ganadoras se ve reducida. La falta de Fwe en un clon 
de células rodeadas por células silvestres que expresan fweubi también produce 
la eliminación de las células mutantes, en este caso perdedoras. Los ortólogos 
de ratón se encuentran en estudio actualmente, pero también existen varias 
isoformas cuya expresión se regula durante la competición celular en el 







Figura 9. Código Fwe: Modelo 
de comunicación célula-célula 
dependiente de Fwe durante 
competición celular. En un tejido 
sano las células producen 
constantemente elevados niveles 
de Fweubi que marca células 
ganadoras. Un incremento de 
expresión uniforme de las formas  
FweLose no activan apoptosis 
dependiente de competición 
celular. Sin embargo cuando un 
grupo de células tienen un déficit 
de aptitud que induce la expresión 
de las formas FweLose, éstas son 
reconocidas por las células 
silvestres circundantes que 
expresan Fweubi y son eliminadas 
por apoptosis. La competición 
celular también se activa si una 
célula que expresa bajos niveles 
de Fweubi o no lo expresa está 
rodeada  por células silvestres 
que expresan Fweubi. Si la 
expresión de Fwe se pierde en 
todo el tejido la competición celular no se activa y las células subóptimas se pueden acumular. 
(Modificado de (Rhiner y cols. 2010)). 
 
6.2. dSparc 
Uno de los genes que se encontraron en la búsqueda realizada en 
nuestro laboratorio para detectar marcadores tempranos de competición celular 
fue dsparc (CG6378), el homologo en Drosophila de SPARC de mamíferos. 
 
6.2.1. SPARC mamíferos 
SPARC (“Secreted Protein, Acidic, Rich in Cysteine también llamada 
BM40 o Osteonectina”) forma parte de un subgrupo de glicoproteínas de unión 
a Calcio que forman parte de la familia de proteínas matricelulares. Las 
proteínas matricelulares no contribuyen significativamente a la estructura de la 
matriz extracelular, pero actúan modulando interacciones célula-célula y célula-
matriz. Se expresan durante la morfogénesis, desarrollo, lesiones tisulares y 
remodelación de tejidos (Bornstein 1995). SPARC codifica una proteína con 







Figura 10. Estructura proteica de SPARC: Diagrama derivado de datos cristalográficos 
muestra los tres dominios modulares de SPARC. Dominio I acídico de unión a calcio de baja 
afinidad, sitio de reticulación de transglutaminasa, inhibe propagación celular. Dominio II tipo 
folistatina, inhibe proliferación, anula adhesiones focales, contiene el péptido angiogénico 
(K)GHK. Dominio III E-F hand de unión a calcio de alta afinidad, inhibe propagación celular y 
proliferación, anula adhesiones focales entre células y entre células y matriz. (Modificado de 
(Bradshaw y Sage 2001)). 
 
SPARC se expresa en todas las capas embrionarias de mamíferos 
durante el desarrollo. La mayor parte de SPARC en el embrión se encuentra en 
el tejido mineralizante. En el adulto la expresión se restringe a tejido óseo, 
riñón, testículos, tejido hematopoyético y sistema nervioso central (Lane y Sage 
1994).  
Análisis en ratones SPARC-/-  demuestran que SPARC afecta al 
ensamblaje de redes de colágeno y colágeno fibrilar (Norose y cols. 2000; 
Bradshaw y cols. 2003b; Sangaletti y cols. 2003).  Los ratones SPARC-/- 
desarrollan varios fenotipos como resultado de una desorganización en la 
deposición de la matriz extracelular: desarrollan cataratas a los dos meses de 
edad, lo que sugiere un papel de SPARC en la transparencia de los cristalinos 
como resultado del mal ensamblaje y estabilidad de la lámina basal del 
cristalino (Gilmour y cols. 1998). Extensiones celulares del epitelio del cristalino 
penetran e invaden la lamina basal y la cápsula del cristalino contiene una 
distribución alterada de colágeno IV y laminina (Yan y cols. 2002). Estos 
ratones tienen la piel laxa, masa ósea total disminuida, dermis fina, mayor 






rizada debido a los defectos en la matriz extracelular (Bradshaw y Sage 2001; 
Framson y Sage 2004). Muestran deficiencias en el tejido conectivo, como 
disminución  en los niveles de colágeno I en la piel, tejido adiposo, corazón y 
hueso (Bradshaw y cols. 2003a; Bradshaw y cols. 2003b; Delany y cols. 2003). 
 SPARC es inducido durante la curación de heridas, en lugares de 
angiogénesis y por el estroma durante la formación de tumores (Reed y cols. 
1993; Mendis y cols. 1998; Podhajcer y cols. 2008b). SPARC puede afectar a 
la progresión tumoral a diferentes niveles. Durante los estadios tempranos 
SPARC parece estar implicado en transformación y malignización (Robert y 
cols. 2006). SPARC también juega un papel relevante en la transición epitelio-
mesénquima (Robert y cols. 2006; Sosa y cols. 2007). Durante la progresión 
tumoral, SPARC es producido por las células tumorales o por el microambiente 
(endotelio, sistema inmune y fibroblastos) está involucrado en la escapada del 
tumor mediante la inhibición de la vigilancia del sistema inmune y promoviendo 
angiogénesis (Ledda y cols. 1997; Sangaletti y cols. 2003; Alvarez y cols. 2005; 
Lau y cols. 2006; Prada y cols. 2007). Finalmente SPARC también está 
involucrado en la agresividad de las métastasis (Jacob y cols. 1999; Minn y 
cols. 2005; Campo McKnight y cols. 2006) (Figura 11). 
  
 
Figura 11. Efectos de SPARC durante la progresión tumoral: SPARC es capaz de actuar en 
la progresión tumoral en diferentes niveles: En etapas tempranas SPARC está implicado en la 






expresa en el tumor facilitando su progresión. Favorece metástasis incrementando motilidad y 
migración celular (Modificado de (Podhajcer y cols. 2008a)). 
 
En el modelo de ratón de “Adenomatosis Poliposis Coli” (APC)min/+ donde 
se forman tumores espontáneos en el intestino, la expresión de SPARC está 
incrementada indicando que podría participar en la formación tumoral 
temprana. En los ratones APC min/+/SPARC-/- se suprime la formación de 
adenomas (Sansom y cols. 2007).  
Muchos tipos de cáncer tienen la expresión de SPARC alterada 
(Framson y Sage 2004; Clark y Sage 2008; Podhajcer y cols. 2008a). 
Sin embargo, los datos publicados sobre la función de SPARC durante la 
formación de tumores son inconsistentes y a menudo contradictorios, incluso 
entre los mismos tipos de tumores. Parece que la capacidad de SPARC de 
promover o inhibir la progresión tumoral depende del tipo celular que lo inicia, 
el estadio tumoral y el contexto del microambiente tumoral (Arnold y Brekken, 
2009).   
 
6.2.2. dSparc Drosophila 
dSparc es el homólogo en Drosophila de SPARC de mamíferos. dSparc 
es una glicoproteína matricelular de 32-35 kD que se une a colágeno IV, con 
motivos de unión a calcio y su organización modular está conservada 
filogenéticamente desde nematodos hasta humanos (Figura 12).  
Durante la embriogénesis el ARNm de dsparc se expresa en derivados 
de mesodermo, hemocitos y el cuerpo graso. dSparc es secretado por 
hemocitos y células del cuerpo graso y se concentra en la lámina basal que 
rodea a los órganos internos (Figura 13A-B). dSparc es necesario para la 
estabilidad de la lamina basal dependiente de colágeno IV (Figura13 C-E). 
Durante la oogénesis los tránscritos de dsparc se encuentran en las células 
somáticas del germario y de los folículos. La reducción de producción de 







Figura 12: Conservación evolutiva de SPARC desde nematodos a mamíferos. 
Alineamiento vertical de los ortólogos de SPARC en vertebrados e invertebrados. Las letras 
minúsculas representan el péptido señal. Residuos acídicos del dominio I en rojo y básicos en 
azul. Residuos de cisteína conservados en los dominios II y III en gris oscuro para resaltar su 
conservación entre los ortólogos. Los residuos de cisteína involucrados en la formación de los 
puentes disulfuro de la EF hand II se muestran en gris claro (Martinek y cols. 2002).  
  
 
La inhibición de la expresión de dsparc en Drosophila produce varias 
anomalías del desarrollo: daños en la condensación de la cuerda nerviosa 
central,  ausencia de colágeno IV en la lámina basal embrionaria derivada de 
los hemocitos, pérdida de la integridad del cuerpo graso, tráqueas, 









Figura 13. Expresión de dSparc en el embrión de Drosophila: (A) Inmunohistoquímica que 
muestra la presencia de dSparc en hemocitos en un embrión de estadio 14 (flecha). (B) 
inmunofluorescencia muestra a dSparc en hemocitos (flecha), cuerpo graso (punta de flecha), y 
lámina basal que rodea los órganos internos (flechas largas) (Martinek y cols. 2002). (C-E) 
Embrión silvestre de estadio 15 teñido con dN-cadherina (azul), dSparc (rojo) y colágeno IV 
(verde). Las flechas marcan la glía canal (C) La imagen combinada muestra que dSparc y 
colágeno IV colocalizan en la lámina basal que rodea la cuerda nerviosa central (flechas), los 

















El objeto principal de este trabajo es estudiar dSparc como posible 
marcador de competición celular en Drosophila melanogaster.   
Para ello, se establecieron los siguientes objetivos: 
• Estudiar la expresión de dSparc durante la competición celular. 
• Comprobar la especificidad de la expresión de dSparc durante 
competición celular. 
• Averiguar si otros participantes en competición celular regulan su 
expresión. 
• Analizar la función de dSparc por medio de experimentos de falta de 
función y de ganancia de función.  
• Señalar las relaciones de dSparc con otros marcadores de competición 
celular. 
• Relacionar la función dSparc en Drosophila con su papel durante el 











1. Técnicas utilizadas para la generación de clones y expresión de 
genes 
Para generar clones de recombinación mitótica se utilizó la técnica Flp-FRT 
(Xu y Rubin 1993). La recombinasa Flipase (Flp, que reconoce las secuencias 
FRT (Flipase Recombination Target) e induce recombinación entre ellas) está 
bajo control de un promotor de choque térmico (hs) inducible a 37ºC. Partimos 
de un par de cromosomas homólogos, uno con la mutación a estudiar, el otro 
generalmente con un marcador, y en ambos cromosomas hay secuencias FRT 
situadas en la misma posición, cerca del centrómero. Una vez producida la 
recombinación, tras la mitosis y segregación de los cromosomas, en la mitad 
de los casos se genera una célula homocigótica para el alelo mutante (que 
carece del marcador) y una homocigótica para el alelo silvestre, con el 
marcador (clon gemelo o “twin-spot”) (Figura 14). 
El sistema Gal4/UAS permite la expresión dirigida de un gen cuya región 
codificante está bajo control de secuencias UAS (Upstream Activating 
Sequence) (Brand y Perrimon 1993). El activador transcripcional Gal4 es capaz 
de unirse a dichas secuencias y activar la transcripción. La expresión del gen 
Gal4 puede depender de un promotor construido por nosotros o del “enhancer” 
de un gen endógeno que reproduce total o parcialmente su expresión (Figura 
14). 
Para inducir un aumento en la expresión se usa el sistema Gal4/UAS 
combinado con FRT/Flp. El factor de recombinación Gal4 es capaz de 
reconocer las secuencias UAS (Upstream Activating Sequence) y activar la 
expresión de cualquier gen adyacente. Para regular la expresión, se utiliza una 
construcción del factor Gal4 bajo el control de un promotor constitutivo de 
actina. Sin embargo, ambos están separados por secuencias FRT en tándem 
entre las cuales hay un codón de parada, impidiéndose la traducción del Gal4. 
Al inducirse la expresión de la flp por un choque térmico, se elimina dicho 
codón y el factor Gal4 activa la expresión de UAS-GFP (para marcar los 
clones) y del gen de interés. Existen colecciones disponibles (VDRC) de 
construcciones UAS-ARN de interferencia que permite eliminar el ARNm de 





13000 genes, lo que permite hacer experimentos de falta de función utilizando 
este mismo sistema (Figura 14). 
El factor Gal80 impide la actividad del Gal4. Al combinar ambos sistemas 
que consiste en utilizar el sistema de pérdida de función en el que el 
cromosoma silvestre contiene tub-Gal80, por lo que al inducir el golpe de calor 
las células mutantes lo pierden, permitiendo la actividad del factor Gal4. De 
esta forma, podemos perder la función de un gen y ganar la actividad de otro. A 
este sistema se le conoce como MARCM (Mosaic Analysis with a Repressible 
Cell Marker) (Figura 14).  
 
Figura 14: Esquemas de las técnicas más comunes en Drosophila. (A) Sistema Flp/FRT. 
La enzima Flp, tras ser inducida por un choque térmico, induce la recombinación mitótica entre 
cromosomas homólogos. Tras la mitosis, se generan dos células hijas, una homocigótica para 
la mutación, otra homocigótica para el marcador. (B) Sistema Gal4/UAS. Un transgen que 
contiene un promotor conocido acoplado al gen Gal4 induce su expresión regulada y estimula 
la transcripción del ADN situado tras las secuencias UAS. (C) Sistema Flp-out. La secuencia 
codificante de un gen está separado del promotor por la inserción de un gen marcador 
flanqueado por secuencias FRT. Así, el gen no se expresa y sí lo hace el marcador. La 
expresión de flp elimina el marcador y permite la expresión del gen. En nuestro caso se usa 
como gen Gal4, que permite dirigir la expresión de cualquier otro gen bajo control de UAS, 
estudiando cómo se comporta una única célula con niveles altos del gen de interés (tomado de 
(Tabata 2001)). (D) Técnica MARCM. Las células son heterocigóticas para una mutación y 
además expresan tub-Gal80, en cromosomas homólogos con secuencias FRTs. El inhibidor 





tub-Gal80 (expresado de forma ubicua y capaz de impedir la actividad del factor Gal4) es 
eliminado usando la técnica FRT/Flp. De esta forma, la recombinación mitótica crea un clon de 
células que son a la vez mutantes para un gen y que expresan otro bajo control de secuencias 
UAS (tomado de (Blair 2003)). 
 
2. Estudio del transcriptoma de Drosophila durante competición celular: 
Análisis de microarrays  
Los ARNs utilizados en este análisis se obtuvieron de larvas con un 
transgén con el promotor del gen de la tubulinα1, que se expresa de forma 
ubicua, controlando la expresión de dmyc. La composición del transgen 
(tub>dmyc>Gal4) permite que tras expresar la flipasa (flp), las secuencia FRT 
recombinan y se generan clones de células silvestres (en relación a la 
expresión de dmyc) que a la vez sobreexpresen Gal4. Además, estas células 
silvestres están marcadas con los reporteros LacZ y GFP (UAS-lacZ y UAS-
GFP).  
Los discos imaginales experimentales (tub>dmyc>gal4) se ven afectados 
durante el desarrollo de la competición celular con un característico patrón 
espacio-temporal: primero se eliminan las células del centro del disco imaginal  
de ala y después la muerte celular tiene lugar en los bordes del primordio. En 
paralelo, se generaron clones de células silvestres marcados también con lacZ 
y GFP, gracias a la expresión de la construcción génica control 
(tub>CD2>Gal4). En estos clones las células GFP-positivas generadas 
proliferan normalmente sin competición.  
Se establecieron cuatro puntos experimentales para seguir los perfiles 
de expresión: 0 horas (sin choque térmico): Éste es el punto inicial de análisis, 
en el que se normalizan los datos experimentales de los demás puntos de 
análisis. Este punto permite descartar aquellos genes regulados directamente 
(o indirectamente) por la sobreexpresión de dmyc. El ARN total se extrajo de 
los discos imaginales de ala de larvas (control y experimento) de Drosophila 
melanogaster en estadio 3 que estuvieron creciendo a una temperatura 
controlada de 25°C. Se realizó la extracción de ARN 12, 24 y 48h después de 
la inducción de los clones (choque térmico en agua durante 15 minutos a 
37ºC).  





Para mantener la integridad del ARN total de los discos imaginales de 
ala, se diseccionaron las larvas en frío, se depositaron las muestras en tubos 
de centrifuga con una mezcla al 50% de 1x PBS (NaCl 137mM, Na2HPO4-
2H2O 10mM, KCL 2,7mM, KH2PO4 2mM) y RNAlater (Ambion). La extracción 
del ARN total se hizo por homogenizado de las muestras en reactivo TRIZOL 
(Invitrogen) y extracción de la fase orgánica con cloroformo, seguido por la 
purificación en columnas RNAeasy (Qiagen).  
Una vez obtenido el ARN total de cada muestra y su duplicado, se 
procedió a su trascripción reversa, marcaje e hibridación según las indicaciones 
del protocolo para marcaje e hibridación “Direct Labelling & Hybridization 
Protocol” del DGRC, Universidad de Indiana, Estados Unidos. Las muestras de 
cada pareja de experimentos y su duplicados fueron marcadas con fluoróforos 
diferentes (Cy3 y Cy5) y las intensidades relativas (de verde a rojo) fueron 
analizadas usando “Agilent Bioanalyzer 2100” (Agilent Technologies). 
Posteriormente, los datos de las lecturas del robot “Agilent Bioanalyzer 2100” 
fueron normalizados, analizados y reorganizados mediante el uso del programa 
de análisis de perfiles de expresión STEM. Este programa de análisis permite 
clasificar los genes según perfiles de cambio de expresión preestablecidos, 
analizando tanto los niveles de expresión como la bondad de ajuste de dichos 
perfiles. (Ernst y cols. 2005).  
 
3. Doble detección por inmunofluorescencia de la señal de hibridación de 
ARN in situ y de GFP 
Para sintetizar los cebadores (Invitrogen) y obtener el ADN molde, se 
eligieron fragmentos de la secuencia de ADN sin intrones. Delante de cada 
cebador se colocaron los promotores de las ARN polimerasas Sp6 y T7. (La 
sonda de ARN se obtendrá con la enzima cuyo promotor se haya colocado 
delante del cebador en 3´). Una vez obtenidos los cebadores se generó el ADN 
molde mediante una PCR a partir de ADN genómico de Drosophila 
melanogaster. El producto de la PCR se comprobó en una electroforesis en un 
gel de agarosa 0,7%, a 75 mV. Se realizó la purificación del ADN molde 
mediante el kit comercial (PCR purification Kit 50, Qiagen). Se obtuvo ADN 





eluído en 30 μL de tampón de elución. Se mid ió la concentración de ADN que 
había en cada muestra por absorbancia a 260nm el Nanodrop. Se incubó 
durante 2h a 37ºC 1 μg de ADN molde de cada muestra y se añadieron NTPs 
marcados, inhibidor de ARNasas y las ARN polimerasas T7 y SP6 del DIG 
RNA Labeling Kit (SP6/T7) de Roche. Se paró la reacción con 2 μL de EDTA 
0,2M pH 8,0. Las sondas de ARN se precipitaron con LiCl a una concentración 
final de 20mM. Se añadieron 2,5 volúmenes de etanol absoluto para eliminar 
los nucleótidos no incorporados y se enfriaron las muestras a -70ºC durante 
20´. Se centrifugó a 13000 rpm durante 10´ a 4ºC. Se realizaron dos lavados 
con etanol 70% a -20ºC y después se dejó secar. Se resuspendió la muestra 
en 50 μL de agua libre de ARNasas. Se llevó a cabo una electroforesis en un 
gel de agarosa 1%  durante unos 10´ a 130mV como medida de control para 
comprobar que había ARN y se guardaron las sondas de ARN a -20ºC. Las 
sondas se obtuvieron utilizando los cebadores específicos detallados a 
continuación, que contienen en su extremo 5’ secuencias de reconocimiento 
para las ARN polimerasas de los fagos T7 y Sp6.  
Cebadores dsparc Sp6: 
5´ATTTAGGTGACACTATAGAAGAGTCTGCACCAATACCAACGAG 3´ 
dsparc T7:  
5´TAATACGACTCACTATAGGGAGACGATGGTCCTTGTTGGAGTC 3´ 
La sonda específica del gen CG11874 (posible off-target de las líneas de ARNi 
de dsparc) fue generada usando los siguientes cebadores:  
CG11874 Sp6: 
5´ATTTAGGTGACACTATAGAAGAGATGGAGAAGCGAACTCAGCGG 3´ 
CG11874 T7:  
5´ TAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGTATCCAATGAGTCAACAATGG 3´ 
Cebadores para generar la sonda para detectar la expresión de fweLoseA:  
fweLoseA Sp6: 
5´ATTAGGTGACACTATAGAAGAGGCTTCTCGAGAGGACATGG 3´ 
fweLoseA T7:  
5´TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCGCCAGACATCGG 3´ 





Las larvas fueron diseccionadas en hielo en 1xPBS estéril filtrado. Se 
fijaron en formaldehído 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Después de cinco lavados de 5 minutos cada uno con PBT frío filtrado (0,4% 
Tween20 en 1xPBS) a temperatura ambiente, las larvas diseccionadas se 
incubaron durante 10 minutos en tampón de hibridación (50% de formamida, 
5× SSC, 100 μg/mL heparin a, 100 μg/mL de ADN de esperma de salmó n y 
0,1% Tween-20) diluido 1:1 con PBT, seguido por un tratamiento de pre-
hibridación con tampón de hibridación durante 1-2 horas a 56°C. Todas las 
soluciones que contuvieran el tampón de hibridación (salvo la solución de 
hibridación con sonda) fueron filtradas a través de filtros de 0,2 μm y 
calentadas durante 5 minutos a 99°C, posteriormente enfriadas en hielo 
durante 5 minutos más y mantenida a 56°C antes de su uso. Las soluciones 
con sonda para las hibridaciones in situ fueron calentadas a 80°C durante 3 
minutos, con la intención de preservar la integridad de la sonda de ARN.  La 
reacción de hibridación fue llevada a cabo usando 500 ng de sonda de ARN 
marcada con DIG durante 32-48 horas. Posteriormente se realizaron dos 
lavados en tampón de hibridación durante 10-20 minutos a 56°C porque 
rehidrata y la reduce de los niveles de isocitrato. Se hicieron lavados en tampón 
de hibridación diluido al 75%, 50% y 25% en PBT durante 20 minutos cada 
uno.  
Una vez rehidratadas, las muestras fueron lavadas 5 veces en tampón 
de lavado (0.4% de Tween-20 en 1xPBS) y bloqueadas durante 30 minutos a 
temperatura ambiente en tampón de bloqueo (0.4 % Tween-20 y 1% BSA en 
1xPBS). Se usaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-DIG (generado en 
ratón, Jackson) para detectar las sondas, diluido 1:1000, y anti-GFP (generado 
en conejo, Invitrogen) diluido 1:200. La incubación con los anticuerpos 
primarios fue llevada a cabo en tampón de bloqueo durante 2 horas a 
temperatura ambiente. La señal procedente de la sonda fue amplificada 
mediante el uso de un anticuerpo biotinilado anti-ratón (generado en cabra, 
Invitrogen) diluido 1:250, y posteriormente fue revelado usando el sistema de 
amplificación de señal de tiramida conjugado al fluoróforo Alexa546 
(Invitrogen). La presencia de los clones de células GFP fue revelada a través 





de la adición de anticuerpo que reconoce antígenos de conejo conjugado al 
fluoróforo Alexa488 (Invitrogen).  
 
4. Drosophilas transgénicas generadas  
El ADN complementario (ADNc) perteneciente a dsparc procedente de la 
correspondiente EST (Expressed Sequence Tag RH45818 procedente de 
DGRC), fue secuenciado y subclonado dentro del vector de expresión inducible 
pUASp usando cebadores modificados que contenían la secuencia de diana de 
restricción de KpnI en el extremo 5´y cebadores modificados con la secuencias 
diana de restricción de la enzima XbaI en los extremos 3´.  
Con el propósito de generar proteínas recombinantes marcados por el 
epítopo de hemoaglutinina (HA) en su extremo C-terminal, los mismos 
cebadores fueron modificados en el extremo 3´incluyendo las secuencias 
correspondientes al epítopo HA y clonados según las mismas estrategias 
referidas más arriba. Posteriormente, las construcciones génicas obtenidas 
fueron enviadas a BestGene para microinyectar en embriones de moscas, 
generar los stocks que fueron seleccionados y balanceados. Se obtuvieron 
inserciones en el cromosoma 2 balanceados sobre CyO y en el cromosoma 3 
balanceados sobre TM3. 
 
5. Estirpes de Drosophila melanogaster 
Todos los stocks fueron mantenidos empleando condiciones y 
procedimientos estándar. Una descripción detallada de alelos mutantes, 
marcadores genéticos y balanceadores cromosómicos usados en este trabajo 
se puede encontrar en www.flybase.org. Las estirpes utilizadas proceden de 
Bloomington Stock Center, excepto las indicadas.  
Todas las líneas de mosca utilizadas proceden de Bloomington Stock 
Center, excepto en las que se indica su procedencia:  
ywhs-FLP; FRT82B ubi GFP-nls M(3L) Rps3 
ywhs-FLP; FRT82B arm-lacZ/TM6b 
ywf; tub>dmyc>Gal4/CyO; UAS-GFP/TM6b (Moreno y Basler 2004) 
tub-Gal4 UAS-GFP/FM7; ubi Gal80FRT40/CyO 





lgl4 FRT40/ CyO (Allen Shearn) 
ywhsf; FRT40 ubi GFP/CyO 
pten100 FRT40/CyO (Oldham y Hafen 2003) 
UAS-lacZ II 
UAS-p35/TM6b (Hay y cols. 1994)  
UAS-dIAP1 brk-Z/TM6b (Moreno y cols. 2002) 
 ywf; UAS dpp-GFP dpp^d8/CyO (Ruperte 1995) 
 w;UAS-wg-HA (Zecca y cols. 1996) 
yw;UAS-InR exel 
w;H2Av-GFP Df(3R)nm136 (Martinek y cols. 2008) 
ap-Gal4 UAS-GFP/ CyO 
UAS-dsparc/CyO  
ywf;Sp/CyO; ubi-GFP FRT80B/TM6b 
fwe202 FRT80B/TM6b (Rhiner y cols. 2010) 
ywf; sp/CyO; Pact>y>Gal4 UAS-GFP/TM6b (Richard Mann) 
UAS-brk (Campbell) 
UAS-hepCA (H. Steller) 
w;UAS-HA-egr (M. Miura)  
UAS-fweLose-A (Rhiner y cols. 2010) 
UAS-fweLose-B (Rhiner y cols. 2010) 
UAS-hid (H. Steller) 
en-Gal4 UAS-GFP/CyO 
da-Gal4  
gmr-Gal4 UAS-egr/CyO (Moreno y cols. 2002) 
UAS-puc (Martín-Blanco y cols. 1998) 
UAS-bskDN 














ywf, Pact>CD2>Gal4 UAS-GFP; Gal80




5.1. Líneas de Drosophila con construcciones de ARNi 
Todas las líneas de moscas ARNi utilizadas proceden de VDRC (Vienna 
Drosophila RNAi Center):  
 UAS-RNAi fwe (ID 39596, Cr 2, viable), UAS-RNAi fwe (ID 104993, Cr 
2, viable), UAS-RNAi egr (ID 45253, Cr 3, viable), UAS-RNAi dsparc (ID 16677, 
Cr 2, viable), UAS-RNAi dsparc (ID 16678, Cr 3, viable), and UAS-RNAi dsparc 
(ID 100566, Cr 2, viable), la efectividad de estos ARNi se ha publicado 
previamente (Martinek, 2008). Se sobreexpresaron los ARNi-dsparc utilizando 
el promotor da-Gal4 y se observó letalidad embrionaria y los mismos defectos 
neurales que se observan en los embriones mutantes de dSparc.   
 Se cruzaron hembras ap-Gal4 UAS-GFP con machos  UAS-RNAi dsparc 
crIII y UAS-dsparc. Las larvas se diseccionaron cuando llegaron al estadio de 
larva 3.  
5.2. Detalle de las líneas de Drosophila utilizadas en cada 
experimento 
Para generar clones silvestres en discos M/+, se cruzaron hembras del 
genotipo ywhs-FLP; FRT82B arm-lacZ con machos ywhs-FLP; FRT82B ubi 
GFP-nls M(3L) Rps3 y las larvas se incubaron 15 minutos a 37ºC y fueron 
diseccionadas 48h después. 
Para generar clones silvestres en un fondo de sobreexpresión de dmyc se 
cruzaron hembras del genotipo yw hsp70-flp; tub>dmyc>Gal4; UAS-GFP con 
machos UAS-lacZ, las larvas fueron sometidas a un choque térmico a 37ºC 
durante 15 minutos. Se mantuvieron a 25°C y fueron diseccionadas 24, 48 y 72 
horas después del choque térmico.  
 Para detectar la expresión endógena de dsparc se utilizó el stock              
w FRT18a como silvestre y el stock yw hsp70-flp; tub>dmyc>Gal4; UAS-GFP. 





 Para obtener clones lgl-/- clones se cruzaron hembras de genotipo ywf, 
tub-Gal4 UAS-GFP/FM7; ubi Gal80 FRT40 con machos lgl4
 Para obtener clones pten
 FRT40. 
-/- se cruzaron hembras de genotipo ywhsf; 
FRT40 ubi GFP con machos pten100
Para los experimentos de epistasis y rescate de competición celular se 
cruzaron hembras de genotipo yw hsp70-flp; tub>dmyc>Gal4; UAS-GFP con 
machos UAS-lacZ (II), UAS-dsparc, UAS-p35, UAS-dIAP1 brk-Z, ywf; UAS-dpp-
GFP dpp^d8,  w;UAS wg-HA, yw;UAS-InR exel, UAS-puc, UAS-bsk
 FRT40. Las larvas fueron sometidas a un 
choque térmico de 60 minutos a 37ºC y fueron diseccionadas 24 y 48h 
después.  
DN , UAS-
RNAi egr, UAS-rab5, 
 
y w;H2Av-GFP Df(3R)nm136. Se indujeron clones por 
choque térmico, 15 minutos a 37ºC. Las larvas se mantuvieron a 25°C y fueron 
diseccionadas 24, 48 y 72 horas después del choque térmico.  
 Para generar clones fwe-/- se cruzaron hembras de genotipo ywf; ubi-GFP 
FRT80B, con machos fwe202
Para generar clones silvestres que expresaran brk, hid, hepCA,HA- egr, 
UAS p53DN, fweLose-A y fweLose-B en un fondo de células silvestres, se cruzaron 
hembras de genotipo ywf; Pact>y>Gal4 UAS-GFP con machos UAS-brk, UAS-
hepCA, w;UAS-HA-egr, UAS-fweLose-A y UAS-fweLose-B. Hembras de genotipo 
UAS-hid se cruzaron con machos ywf; Pact>y>Gal4 UAS-GFP. Las larvas 
fueron sometidas a un choque térmico de 7 minutos a 37ºC y fueron 
diseccionadas 24, 48 y 72h después. 
 FRT80B. Las larvas fueron sometidas a un 
choque térmico de 60 minutos a 37ºC para inducir recombinación mitótica y 
fueron diseccionadas 72h después. 
Hembras de genotipo ywf, Pact>CD2>Gal4 UAS-GFP; Gal80ts  fueron 
cruzadas con machos UAS-hid. Fueron sometidos a un choque de calor a 37ºC 
durante 12 minutos después de dos días de la puesta del huevo. Las larvas se 
mantuvieron a 17ºC durante 3 días. Después se cambiaron a 29ºC para 
inactivar el Gal80 ts durante 24h y se diseccionaron. 





Se cruzaron hembras de genotipo gmr-Gal4 UAS-egr con machos UAS-
lacZ, UAS-dsparc, UAS-dIAP1, UAS-RNAi egr  y se cuantificó el tamaño del ojo 
de las moscas adultas utilizando Image-J A 1.44a. 
Se cruzaron hembras de genotipo en-Gal4 UAS-GFP con machos UAS-
lacZ, UAS-p35, UAS-dsparc para los experimentos de rotación de la genitalia 
de los individuos adultos. 
Se cruzaron hembras de genotipo ap-Gal4 UAS-GFP con machos UAS-
lacZ, UAS-dsparc, UAS-dIAP1 y se diseccionaron los individuos cuando 
llegaron a larva III. 
Pupas de P{w+ gen res [YFP/GFP/RFP]-22-1-2} se diseccionaron 48h 
después de la formación del pupario. 
Se cruzaron hembras de genotipo gmr-Gal4 con machos UAS-lacZ, 
UAS-p35, UAS-dsparc, UAS-RNAi fwe, se recolectaron las pupas y se 
diseccionaron 48h después de la formación del pupario. 
 
6. Cultivos celulares y experimentos de activación de dSparc 
Para los experimentos de cultivos celulares se utilizaron células 
Schneider 2 que fueron derivadas de un cultivo primario de embrión de 
Drosophila tardío (20-24h) (Schneider 1972). 1.5 x 106 Células S2 fueron 
transfectadas con 0.2μg ADN del plásmido pUASp-dsparc-HA utilizando 
SuperFect  (QIAGEN). El plásmido se transfectó junto con el plásmido 
act>Gal4. El plásmido act>Gal4 permite la transactivación constitutiva de 
cualquier secuencia que se encuentra tras una secuencia UAS. Las células S2 
co-transfectadas con ambas construcciones (act>Gal4 y UASp dsparc) se 
tiñeron contra HA para comprobar la expresión de dSparc en estas células de 
cultivo. El vector pUASt-GFP se utilizó como control. Las células fueron 
tratadas con PBS/NaCl 150mM/ Tritón 1% para extraer proteínas.  
Para los experimentos de serum deprivation y killing signal (KS), las 
células se cultivaron en medio Schneider (Sigma) 10% suero fetal bovino y 
antibióticos (penicilina y estreptomicina) en  pocillos de 25 cm3 durante 24 
horas. El medio fue sustituido por medio sin suero y las células se mantuvieron 
en estas condiciones durante 24-48h. Después se recogió en sobrenadante y 





se complementó con 10% de suero, a esta mezcla la denominamos KS-
medium. 
Para immunostaining, las células transfectadas se fijaron y después se 
tiñeron con anti-dSparc hecho en ratón (1: 10) o anti-HA hecho en rata (1:500) 
(Roche) y anticuerpos secundarios unidos a un fluoróforo (1:250; Invitrogen). 
Faloidina acoplada a un fluoróforo Alexa 488 (1:200). Las células se montaron 
en Vectashield con DAPI.  
Para los western-blots, utilizamos geles NuPAGE Bis-Tris 4-12% 
(Invitrogen), y los siguientes anticuerpos primarios: anti-HA hecho en rata 
(1:5000) (Roche), anti-tubulina hecho en ratón (1:1000000) (Sigma), anti-
dSparc hecho en conejo (1:5000). Anticuerpos secundarios anti-rata Alexa 680, 
anti-ratón Alexa 680, anti-ratón Alexa 800, anti-conejo Alexa 680 (1:2000) 
(hechos en cabra, Invitrogen). Las imágenes fueron adquiridas utilizando 




Las larvas se diseccionaron en PBS en hielo durante 20 minutos y se 
fijaron en 4% de formaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura 
ambiente. Se permeabilizaron en PBT 0,4%+BSA 1% (PBS1x, Tritón 0,4%, 
BSA 1%) con 1 lavado de 20 minutos. La incubación con los anticuerpos 
primarios se realizó durante toda la noche. A continuación se lavaron 2 veces 
durante 20 minutos, se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a 
fluoróforos (Alexa 488, 555 o 647) durante toda la noche (en oscuridad), y 
posteriormente se lavaron 2 veces durante 20 minutos la primera con PBT 
0,4% y la segunda con PBS1x. Para preservar la fluorescencia, los tejidos 
teñidos se montaron en Vectashield con DAPI (Vector Laboratorios, Inc). 
 
8. Anticuerpos  
Se generó un anticuerpo monoclonal de ratón contra el péptido 
EAETNNSRRWSNAAVWKWC de dSparc mediante métodos estándar. (Unidad 





de Anticuerpos Monoclonales, CNIO). Este anticuerpo ha sido utilizado a una 
dilución de 1:10. Anti-dSparc (hecho en conejo, 1:500 (Martinek y cols. 2008)). 
Anti-conejo biotinilado (1:200), Anti-ratón biotinilado  (1:200) (Invitrogen). La 
señal se amplificó con un kit de Tiramida Alexa 546 (Invitrogen).  
Anti-GFP (hecho en conejo, 1:200 Invitrogen)  
Anti-GFP (hecho en ratón, 1:200 Roche)  
Anti-C3activado
Anti-Wingless (hecho en ratón, 1:50 Developmental Hybridoma Bank)  
 (hecho en conejo, 1:50 Cell Signalling Technology)  
Anti-HA (hecho en rata, 1:500 en discos imaginales y 1:100 en células Roche)  
Anti-dMyc (hecho en cobaya, 1:500 cedido por G. Morata)  
Anti-pMad (hecho en conejo; 1:400 cedido por G. Morata)  
Los anticuerpos secundarios acoplados a fluoróforos utilizados son: Anti-
ratón Alexa 488, Anti-ratón Alexa 555, Anti-conejo Alexa 488, Anti-conejo Alexa 
546, Anti-rata Alexa 647, Anti-cobaya Alexa 546 (1:200) (hechos en cabra, 
Invitrogen). 
 
9. Restricción de dieta 
Papilla normal: Agua: 84,3%, levadura (Salf-instand) 4,7%, glucosa 
(Panreac) 6,1%, agar (conda, pronadisa) 0,7%, harina de trigo (Pasty Line) 
2,07%, harina de soja (panadería Rincón del Segura) 0,93%, ácido propiónico 
(Sigma) 0,26%, metil 4-hidroxibenzoato 10% (Sigma) 0,94%.  
Papilla restrictiva 50%: Agua 91,79%, levadura (Salf-instand) 2,35%, 
glucosa (Panreac) 3,05%, agar (conda, pronadisa) 0,7%, harina de trigo (Pasty 
Line) 1,04%, harina de soja (panadería rincón el Segura) 0,46%, ácido 
propiónico 0,14%, metil 4-hidroxibenzoato 10% (Sigma) 0,47%. 
 
10. Retinas pupales 
Se recolectaron prepupas blancas (tiempo cero) y se mantuvieron a 
25ºC durante 48h en una placa de petri húmeda. Se diseccionaron en PBS 1x 
frío para extraer las retinas y se tiñeron con naranja de acridina 5µg/ml durante 
15 minutos. Después de un lavado de 10 minutos las retinas se montaron en  
PBS1x y se examinaron inmediatamente en el microscopio confocal. 





11. Análisis experimental y cuantificaciones  
 Las áreas ocupadas por clones GFP positivos y el área de la bolsa alar 
fueron cuantificadas utilizando Metamorph 7.0 (Molecular Devices). El 
promedio y la desviación estándar de estos datos fueron calculados para cada 
tiempo (24, 48 y 72h). Todas las barras de error representan el error estándar. 
12. Análisis estadísticos de datos  
Los datos procedentes de las cuantificaciones de los diferentes 
experimentos fueron analizados estadísticamente utilizando una T-Student. 
Para su análisis de frecuencias y estadísticos, todos los datos fueron 
introducidos en el programa informático Microsoft Excel. Las gráficas fueron 
generadas mediante los programas informáticos Microsoft Excel y Adobe 
photoshop CS4 version 11.  
 
13. Toma y análisis de imágenes  
Todas las imágenes fueron capturadas usando un  microscopio confocal 
LEICA TCS-SP2-AOBS o LEICA TCS SP5 (Leica Microsystems) y fueron 













1. Selección de posibles marcadores específicos de competición 
celular. 
Para buscar marcadores específicos de competición celular, se diseñó 
una estrategia para estudiar los cambios de expresión de genes de Drosophila 
melanogaster en competición celular.  
Se utilizó el sistema de competición celular por inducción de clones 
silvestres en un tejido con niveles elevados de dMyc (Moreno y Basler 2004). 
La construcción génica tub>dmyc>Gal4 permite la generación de clones de 
células silvestres por eliminación del transgén dmyc que está flanqueado por 
las dos secuencias FRT (Flipase Recognition Target, sitio de reconocimiento de 
Flipasa). Dicha eliminación tiene lugar gracias a la actividad de la Flipasa 
(proteína recombinasa de levaduras). La expresión de esta flipasa está dirigida 
por el promotor inducible de la proteína Hsp70 (heat shock protein 70). De tal 
forma que el número de clones de células silvestres (tub>Gal4) se controla con 





Figura 15. Esquema del sistema de competición celular por inducción de clones 
silvestres en un fondo de tejido con niveles elevados de dMyc. Se cruzan moscas UAS-
GFP con moscas que llevan la flipasa con un promotor de choque térmico y una construcción 
que lleva el promotor de la tubulina, un cassette dmyc flanqueado por dos secuencias FRT y un 






Flipasa reconoce los sitios FRT, se elimina dmyc, se expresa Gal4 que se une a la secuencia 
UAS y se expresa GFP. Se obtienen células silvestres marcadas en verde en un fondo de 
células que sobreexpresan dmyc. 
 
Las células que hayan eliminado el transgén de dmyc, comienzan a 
expresar la proteína Gal4 (factor de transcripción de levaduras), que reconoce 
la secuencia UAS (Upstream Activating Sequence) y se empieza a expresar 
GFP (Green Fluorescent Protein, proteína verde fluorescente) (Brand y 
Perrimon 1993). La expresión de esta proteína fluorescente marca los clones 
de células silvestres, de este modo se pueden observar los clones silvestres 
durante la competición celular (Figura 15).  
Como experimento control, usamos larvas transgénicas con la 
construcción tub>Cd2>Gal4, que permite generar clones tub>Gal4 en un fondo 
silvestre. En estas muestras control, donde no se genera competición, se 
inducen clones de células silvestres marcadas por la expresión de GFP en 
fondo de células silvestres marcadas por la expresión de la proteína Cd2 
(proteína de membrana procedente de rata). Para analizar cambios en los 
perfiles de expresión durante competición celular de los genes de Drosphila, se 
cruzó cada línea de moscas  experimental (tub>dmyc>Gal4) y control 
(tub>Cd2>Gal4) con moscas que poseían un transgén inducible de la β-
galactosidasa (UAS-lacZ). La extracción de ARN total de ambos tipos de discos 
imaginales de ala procedentes de individuos en estadio de larva III se realizó 
por triplicado. Las muestras de ARN total extraídas de discos imaginales en 
competición celular (tub>dmyc>Gal4) y de discos imaginales control 
(tub>Cd2>Gal4) a diferentes tiempos (0, 12, 24 y 48 horas tras la inducción de 
clones) fueron marcadas con diferentes fluoróforos (Cy5 y Cy3) a fin de generar 
una señal semicuantitativa y específica en función del cambio en los niveles de 
expresión de estos genes en cada tiempo. Este cambio en los niveles de 
expresión fue detectado, al hibridar cada pareja de muestras (control y 
experimento) con microarrays de BDGRC, y obtener una señal única.  
Los datos procedentes de la lectura de los microarrays fueron analizados 
con el programa de análisis STEM (Ernst y cols. 2005) que permite clasificar 






tanto los niveles de expresión como la bondad de ajuste de dichos perfiles 
(Figura 16).  
 
Figura 16. Esquema del análisis de expresión utilizando microarrays. 
 
Los datos fueron normalizados según valores experimentales a 0h, 
eliminándose así los genes regulados directamente por la expresión de dMyc 
independientemente de competición celular. Además, el propio diseño 
experimental también eliminaba aquellos genes cuya expresión dependiera de 
la inducción clonal por choque térmico, ya que ambas muestras (control y 
experimento) fueron tratadas de igual forma en base a este parámetro. El 
estudio se centró en el análisis de los genes cuya expresión aumentaba a 
tiempos tempranos durante la competición celular, de este modo evitamos 
genes involucrados en procesos de muerte celular de las células perdedoras. 
Una vez normalizados, analizados y clasificados los datos experimentales, se 
procedió a la validación de los genes resultados con perfiles elevada expresión 
durante los estadios más tempranos de competición como posibles marcadores 
de competición. Dentro de los genes destinados a estudio se prestó especial 
atención a aquellos genes de función desconocida, de carácter extracelular o 
integrantes de la membrana citoplasmática por su capacidad potencial de 






celular. Además, fueron objeto de especial interés aquellos genes con 
potencialidad de modificar el comportamiento de las células, tales como 
factores de transcripción, proteínas que pudieran actuar como receptor o 
transductor de señales, o involucradas en procesos de señalización de estrés 




Figura 17. Análisis de expresión génica mediante microarrays para identificar 
marcadores de competición celular: El perfil transcripcional de los discos imaginales donde 
se indujo competición celular fue comparado con muestras control sin competición celular. 
Entre los genes expresados diferencialmente se seleccionó dsparc (Línea roja).  
 
Entre los genes que se expresaban diferencialmente durante la 
inducción de la competición celular, se seleccionó CG6378 (dsparc) para este 
estudio porque se ajustaba a un perfil en el que se incrementaba su expresión 
a tiempos tempranos durante la competición celular (Figura 17) y da lugar a 









2. Validación de dSparc como posible marcador de competición 
celular. 
Para validar los resultados del microarray se utilizó la hibridación in situ 
de fluorescencia de ARN (FISH-RNA) que además permite determinar en qué 
tipo de células (supercompetidores o células perdedoras) se presentan las 
variaciones de expresión génica, así como cual es el perfil de expresión de los 
marcadores a lo largo del disco imaginal de ala en un momento determinado de 
la competición celular. dsparc fue validado como posible marcador específico 
de competición celular ya que presentaba un aumento de expresión 
exclusivamente en células perdedoras (GFP silvestres) 48 horas después de la 
inducción de la competición celular (Figura 18).  
 
 
Figura 18. Expresión del 
ARNm dSparc en 
competición celular: La 
hibridación in situ de 
fluorescencia de ARN revela 
la presencia del ARNm de 
dsparc (rojo) en los clones 
silvestres (wt) (verdes) en un 




dsparc es el marcador de competición celular más fiable que hemos 
encontrado, puesto que la expresión diferencial de los componentes 
downstream de la vía Dpp como pMad o Brinker son difíciles de detectar 
(Moreno y Basler 2004)  y la activación de caspasa ocurre solo en algunas 
células en los últimos estadios de competición celular (Moreno y Basler 2004; 
Baker y Li 2008). dSparc incrementa su expresión tempranamente, a partir de 
12h después de la inducción de clones. 
 
3. Detección de dSparc: Anticuerpo específico. 
Para continuar el estudio del papel de dSparc como marcador específico 






la proteína dSparc. La secuencia de la proteína dSparc (Figura 19) consta de 
un péptido señal, un dominio acídico, un dominio tipo folistatina y un dominio 




Figura 19.  Secuencia de aminoácidos y dominios de dSparc. El péptido señal se 
representa en rojo. El dominio N-terminal acídico está marcado en amarillo. El dominio tipo 
folistatina se muestra marcado en azul. El dominio de unión extracelular a calcio está marcado 
en naranja claro. El péptico reconocido por el anticuerpo se representa en verde. 
 
Se comprobó la especificidad del anticuerpo expresando un ARNi 
específico contra dsparc (Ver materiales y métodos), en el compartimento 
dorsal del disco imaginal de ala. Se observó que desaparecía la tinción 




Figura 20. Especificidad 
del anticuerpo contra 
dSparc: Reducción de la 
proteína dSparc (rojo) en 





4. dSparc incrementa su expresión en las células perdedoras durante 
la competición celular. 
Para evaluar la expresión de dSparc se realizaron experimentos en 
diferentes escenarios de competición celular. 
En primer lugar se utilizó la técnica Minute en la que se enfrentan células 
“perdedoras” M/+, que son mutantes heterocigotas para un gen que da lugar a 
una proteína ribosomal, con células silvestres (wt) “ganadoras” (Morata y Ripoll 






células silvestres (Figura 21A) o M/+ (Figura 21B), es decir, en ausencia de 
competición, expresan niveles comparables y homogéneos de dSparc. Sin 
embargo, los clones M/+ perdedores que están en el mismo disco junto a 
células silvestres, tienen mayores niveles de dSparc que las células silvestres 
(Figura 21C-D).  
 
Figura 21. Las células perdedoras aumentan la expresión de dSparc durante la 
competición celular. (A-B) Discos control compuestos por células silvestres (wt) (A) o Minute 
heterocigóticas (M/+) (B) muestran niveles uniformes de dSparc (rojo). (C-D) Clones M+ 
silvestres en un fondo M/+. dSparc (rojo) incrementa su expresión en las células M/+ (verde). 
(E-F) Discos control silvestres (E) y tub>dmyc (F) muestran una expresión uniforme de dSparc 
(rojo). (G-H) Clones silvestres (verde) en un fondo tub>dmyc  aumentan la expresión de  
dSparc (rojo). (I-J) Clones mutantes lgl-/- (verde) muestran un incremento de expresión de 
dSparc (rojo). (K-L) Clones que sobreexpresan brk (perdedores, verde)) en un fondo de células 
silvestres, aumentan la expresión de dSparc (rojo). (M-N) Clones de células en los que se 
inhibe parcialmente la expresión de dmyc utilizando un ARNi-dmyc (verde) en un fondo de 






A continuación probamos la expresión de dSparc en un ensayo de 
supercompetición: se había demostrado previamente que oncogenes de la 
familia myc (el homólogo en Drosophila es dmyc) podían transformar las 
células en supercompetidoras (de la Cova y cols. 2004; Moreno y Basler 2004), 
es decir, capaces  proliferar a costa de las células silvestres que las rodean, 
eliminándolas por apoptosis. Las células silvestres (tub>Gal4) se generan junto 
a células que sobreexpresan dmyc (tub>dmyc) mediante una flipasa inducible 
por choque de calor que reconoce un cassette de dmyc flanqueado por dos 
sitios FRT en moscas transgénicas tub>dmycSTOP>Gal4; UAS-GFP. Como 
resultado, las células silvestres están marcadas con GFP ya que el transgen 
UAS-GFP se activa por la unión del factor de transcripción Gal4. Se analizó la 
expresión de dSparc en discos compuestos en su totalidad por células 
silvestres o tub>dmyc y se detectaron niveles homogéneos bajos de dSparc 
(Figura 21E-F). Sin embargo, en discos donde se generaron clones de células 
silvestres en un fondo de sobreexpresión de dmyc, dSparc incrementa su 
expresión en los clones de células silvestres (Figura 21G-H). 
Por otro lado, realizamos un experimento en un tercer escenario de 
competición celular: los clones “letal-giant-larvae” (lgl-/-) se comportan como 
células perdedoras cuando se mezclan con células silvestres (Hariharan y 
Bilder 2006). En este caso la expresión de dSparc también aumenta en las 
células perdedoras lgl-/- (Figura 21I-J).  
Luego se analizó la expresión de dSparc en otro entorno de competición 
celular, donde células que sobreexpresan brinker se comportan como células 
perdedoras cuando están rodeadas por células silvestres en la bolsa alar. 
También en esta situación la expresión de dSparc se incrementaba en las 
células que sobreexpresaban brk (Figura 21K-L).  
Finalmente se generaron clones de células en los que se inhibió 
parcialmente la expresión de dmyc (perdedoras), utilizando un ARNi-dmyc, en 
un fondo de células silvestres (ganadoras). También en esta situación la 
expresión de dSparc se incrementaba en las células que expresaban menos 






Todos estos resultados sugieren que los niveles de dSparc aumentan en 
células perdedoras que se encuentran en situaciones de competición celular. 
 
5. El incremento de los niveles de dSparc ocurre específicamente 
durante la competición celular 
El aumento de expresión de dSparc podría ser provocado por otras 
interacciones o situaciones además de la competición celular. 
Para comprobar la especificidad de dSparc en competición celular se 
generaron como control clones pten-/- capaces de sobreproliferar pero que no 
inducen competición celular (de la Cova y cols. 2004; Rhiner y cols. 2009). Las 
células silvestres que rodean a los clones pten-/- no aumentan la expresión de 
dSparc (Figura 22A-B), sugiriendo que dSparc podría ser específico de 
competición celular y no un producto de las diferencias en proliferación. 
Las células perdedoras son eliminadas por apoptosis dependiente de 
competición celular, por lo tanto dSparc podría ser un marcador general de 
apoptosis. Para descartar esta posibilidad, se generaron clones de células que 
sobreexpresan el gen pro-apoptótico “head involution defective” (hid) mediante 
el control del promotor de actina en un fondo de células silvestres. Los clones 
de células que sobreexpresan hid son eliminados por apoptosis (Grether y cols. 
1995) rápidamente de la bolsa alar y no muestran incremento en la expresión 
de dSparc (Figura 22C-D). Utilizamos otra aproximación experimental para 
inducir apoptosis en clones en ausencia de competición celular. La vía “Jun 
N(amino)-terminal Kinasa” (JNK) transduce señales desde la superficie celular 
al núcleo o responde a estréses de tipo físico o químico mediante la 
fosforilación secuencial de una serie de kinasas. La vía JNK se ha implicado en 
la activación de la maquinaria apoptótica (Kuranaga y cols. 2002; Kanda y 
Miura 2004). Se sobreexpresó una forma de hemipterous (hep) 
constitutivamente activa, que activa la ruta JNK (Glise y cols. 1995; Adachi-
Yamada y cols. 1999). Los clones que sobreexpresan hep activado en un fondo 
de células silvestres, son eliminados por apoptosis, en este caso tampoco se 






induce muerte independientemente de competición celular (Igaki y cols. 2002; 
Moreno y cols. 2002b). Decidimos generar clones de sobreexpresión de egr en 
un fondo de células silvestres y observamos también que los clones que 
sobreexpresan egr se eliminaban por apoptosis, pero la expresión de dSparc 




Figura 22. dSparc es un marcador específico de competición celular. (A-B) Células 
silvestres (wt) (verdes) junto a células pten-/- (ausencia de verde) no muestran un aumento de 
los niveles de dSparc (rojo). (C-D) clones de células que sobreexpresan hid (verdes) en un 
fondo de células silvestres no presentan un aumento en la expresión de dSparc (rojo). (E) 
Clones de células que sobreexpresan hepCA (verdes) junto a células silvestres, no muestran un 
aumento en la expresión de dSparc (rojo). Núcleos marcados con DAPI (azul). (F) Clones de 
células que sobreexpresan HA-egr (verde) en un fondo de células silvestres no muestran un 
incremento en los niveles de dSparc (rojo). Tinción con anti-HA (magenta) para visualizar los 
clones que sobreexpresan egr. Las flechas marcan la situación de los clones. (G-H) Clones de 
células que sobreexpresan hid (verdes) durante 24h bajo el control de Gal80ts en un fondo de 
células silvestres no muestran un aumento de los niveles de dSparc (rojo). 
 
Puesto que los clones que sobreexpresan hid son muy pequeños y se 
eliminan muy rápidamente, se generaron clones más grandes que 
sobreexpresáran hid. Para ello se utilizó un Gal80ts (McGuire y cols. 2003) que 
a 17ºC bloquea la función de Gal4 y por lo tanto impide la sobreexpresión de 
hid. Después de dos días de puesta los individuos son sometidos a un choque 
térmico para generar los clones y se mantienen a 17ºC durante tres días para 
permitir el crecimiento de los clones. Después se cambian a 29ºC, el Gal80ts se 






Estas células que empiezan a expresar hid son eliminadas por apoptosis y no 
se observan cambios en la expresión endógena de dSparc (Figura 22 G-H). 
Estos datos sugieren que dSparc es un marcador específico de competición 
celular y no un marcador general de apoptosis. 
 
6. Análisis de epistasis genética. 
Para comprobar si la activación de caspasa es necesaria para la 
expresión de dSparc, modificamos el ensayo de supercompetición mencionado 
previamente. Bloqueamos la activación de caspasa específicamente en las 
células perdedoras (marcadas con GFP) mediante diferentes construcciones: 
un UAS-p35 (inhibidor de caspasa procedente de baculovirus) (Hay y cols. 
1994), o un UAS-dIAP1 (Yoo y cols. 2002) (el inhibidor de la proteína de 
apoptosis 1 de Drosophila). La inhibición de la activación de caspasa  no tiene 
efecto en la inducción de dSparc en competición celular (Figura 23A-D), 
demostrando que la activación de caspasa no se requiere para la inducción de 




Figura 23.  Epistasis I: En el experimento de supercompetición, ni la expresión de p35 (A-B), 
ni la de dIAP1(C-D)  pueden reducir el aumento de expresión de dSparc (rojo) en las células 
silvestres (wt) perdedoras (verde). 
 
 
Estos resultados son consistentes con las observaciones de que dSparc 
es un marcador temprano de competición celular que se sobreexpresa en 
células perdedoras, mientras que la activación de caspasa es un evento tardío 






Se ha publicado que en situaciones de competición celular se activa la 
vía JNK en las células perdedoras (Moreno y cols. 2002a), por tanto decidimos 
comprobar si la sobreexpresión de dSparc en las células perdedoras depende 
de la activación de la vía JNK. Para ello, utilizamos el ensayo de 
supercompetición y bloqueamos la actividad JNK específicamente en los 
clones perdedores sobreexpresando puckered (puc, fosfatasa de la JNK) 
(Martín-Blanco y cols. 1998), observamos que las células silvestres rodeadas 
por supercompetidores todavía mostraban elevados niveles de proteína dSparc 
(Figura 24A-D).  
 
 
Figura 24.  Epistasis II: En el experimento de supercompetición, ni la sobreexpresión de puc 
(A-D), ni la de bskDN (E-H), ni la inactivación de egr  (I-L) específicamente en los clones 
perdedores (wt) (verde),  pueden reducir el incremento de expresión de dSparc (rojo). 
 
Mediante otra aproximación experimental bloqueamos la actividad JNK 
específicamente en los clones perdedores sobreexpresando un dominante 






que las células silvestres rodeadas por supercompetidores todavía mostraban 
elevados niveles de proteína dSparc (Figura 24E-H). 
Eiger (egr), el homólogo en Drosophila de la superfamilia TNF (factor de 
necrosis tumoral), es capaz de inducir la JNK y se activa por desequilibrios en 
la señalización de Dpp (Moreno y cols. 2002a). Se inactivó egr específicamente 
en las células perdedoras rodeadas por células que sobreexpresaban dmyc 
utilizando un UAS-RNAi egr y observamos que dSparc se seguía 
sobreexpresando en los clones de células perdedoras (Figura 24I-L). La 
inactivación de la JNK no reprime la sobreexpresión de dSparc aunque sí es 
capaz de rescatar la eliminación por apoptosis (Moreno y cols. 2002a; Moreno 
y Basler 2004). Los datos obtenidos en el análisis de epistasis sugieren que el 
aumento en la expresión de dSparc no depende de Egr ni de la activación de la 
JNK. Además, ni la activación de la  JNK ni la activación de egr es suficiente 
para inducir dSparc, puesto que la expresión de egr solo no es capaz de inducir 
la sobreexpresión de dSparc aunque sí que induce la activación de la JNK y 
apoptosis (Figura 22F). 
La estimulación de la endocitosis en células perdedoras es capaz de 
revertir los déficits de proliferación y supervivencia de éstas células en una 
situación de supercompetición (Moreno y Basler 2004). Se sobreexpresó en los 
clones de células perdedoras rab5 (que es una GTPasa que controla la 
formación de vesículas de clatrina y su fusión con endosomas tempranos 
(Bucci y cols. 1992; Zerial y McBride 2001). Se observó que los clones de 
células en los que se había estimulado la endocitosis sobreviven mejor en la 
bolsa alar. A pesar de sobrevivir mejor, estas células siguen expresando 
elevados niveles de dSparc (Figura 25A-B). 
Para estudiar el efecto de los niveles de morfógenos y factores de 
supervivencia en la expresión de dSparc en situaciones de competición celular, 
sobreexpresamos estos factores  en el ensayo de supercompetición.  Las 
células perdedoras tienen un déficit en estos factores de supervivencia, por 
ejemplo  Dpp, Wingless o el receptor de insulina (InR). Observamos que la 
sobreexpresión de dpp en los clones perdedores reprime significativamente la 






cambio, la sobreexpresión de wg y el receptor de insulina en células silvestres 
rodeadas por supercompetidores mostraban elevados niveles de proteína 
dSparc (Figura 25E-H).  
 
 
Figura 25.  Epistasis III: (A-B) En el experimento de supercompetición, la estimulación de la 
endocitosis sobreexpresando rab5 en los clones perdedores (wt) (verdes), no previene el 
aumento de expresión de dSparc en competición celular (rojo). (C-D) La sobreexpresión de dpp 
en los clones perdedores (verde) reprime el incremento de expresión de dSparc principalmente 
en la bolsa alar (rojo). (E-F) Ni la sobreexpresión de InR específicamente en los clones 
perdedores (verde), ni la de wg, pueden reducir el incremento de expresión de dSparc (rojo). 
Con todos estos datos podemos concluir que la vía JNK no es la 
responsable de la activación de dSparc durante la competición celular y que 
esta activación depende de Dpp. 
7. Análisis funcional de dSparc. 
Para analizar funcionalmente el papel de dSparc utilizamos ARNs de 
interferencia (ARNi) que nos permiten reducir la expresión de dsparc producido 
por las células perdedoras pero que permiten ciertos niveles de dsparc que se 
requieren para la integridad de la membrana basal (Martinek y cols. 2008). Las 
tres líneas de ARNi utilizadas procedentes de dos colecciones diferentes, 
tienen una posible off-target por homología de secuencia (CG11874) que es un 
gen de función desconocida. Primero se comprobó que el ARNi funcionaba 






discos imaginales mediante ARNm FISH (hibridación in situ fluorescente) pero 




Figura 26. Especificidad del ARNi-dsparc: (A-C) Se expresó el ARNi-dsparc en el 
compartimento dorsal (B, verde) del disco imaginal de ala (ap>Gal4), y no se observa reducción 
en la expresión del ARNm de cg11874 (A, rojo). Sonda control (C, rojo). 
 
Previamente se sobreexpresó el ARNi dsparc específicamente en el 
compartimento dorsal del disco imaginal de ala (marcado con GFP), se realizó 
una inmunofluorescencia de dSparc y se observó una reducción de la 
expresión de dSparc en dicho compartimento (Figura 20). Además observamos 
que al sobreexpresar ubicuamente las líneas de ARNi utilizando el promotor 
da-Gal4 se produce letalidad embrionaria, lo que concuerda con los datos 
previos ((Martinek y cols. 2008) consultar materiales y métodos).  
Para estudiar si variaciones en los niveles de dSparc afectaban a la 
eliminación de los clones perdedores, se usó el ensayo de supercompetición. 
Se expresó el ARNi dsparc específicamente en los clones perdedores. Los 
clones de células perdedoras con la expresión normal de dsparc son 
eliminados o reducidos en tamaño 72h después de la inducción de clones 
(Figura 27A-B, G). Cuando el UAS-ARNi dsparc es activado específicamente 
en  células perdedoras, la mayoría de esos clones son eliminados o reducidos 
en tamaño 48h después de la inducción de clones (Figura 27C-D, G) mientras 
que los clones perdedores con niveles intactos de dSparc muestran este efecto 







Figura 27. Análisis funcional I: 
(A-B) Células silvestres (wt) 
marcadas con GFP en un fondo 
de sobreexpresión de dmyc como 
control  (A) 48h después de la 
inducción de clones y 72h (B) las 
células silvestres se eliminan 
gradualmente primero en la bolsa 
alar hasta que solo unos pocos 
clones permanecen en la periferia. 
(C-D) Clones de células que 
expresan el ARNi-dsparc 
marcados con GFP generados en 
un fondo de sobreexpresión de 
dmyc 48h (C) después de la 
inducción de clones y 72h (D) el 
ARNi-dsparc produce una 
eliminación más rápida de los 
clones perdedores. (D´) Clones 
control silvestres que expresan el 
ARNi-dsparc (verde). (E-F) Clones 
de células que sobreexpresan 
dsparc marcados con GFP 
generados en un fondo de 
sobreexpresión de dmyc 48h (E) 
después de la inducción de clones 
y 72h después de la inducción de 
clones (F) La sobreexpresión de 
dsparc rescata la eliminación de 
los clones perdedores. (G) 
Cuantificación de los clones 
perdedores en el ensayo de 
supercompetición en diferentes 
tiempos después de la inducción 
de clones. El número de animales analizados está indicado (n). Las barras de error representan 







Por tanto, estos experimentos sugieren que al reducir los niveles de 
dsparc en las células perdedoras, se acelera su eliminación. La activación de 
UAS-ARNi dSparc en clones control (utilizando actinα>yellow>Gal4 UAS-GFP, 
es decir, sin supercompetición) no afectaba a la supervivencia de células UAS-
ARNi dSparc silvestres rodeadas por células silvestres (Figura 27D´). Se 
obtuvieron datos similares con las tres líneas de ARNi (Figura 28), además se 
generaron clones de células silvestres marcados con GFP en un fondo de 
sobreexpresión de dmyc  pero en un disco mutante en heterocigosis para una 
deleción de dsparc (Martinek y cols. 2008). En este experimento se obtuvieron 
resultados similares a los obtenidos con los ARNi, los clones silvestres 











Figura 28.  Análisis funcional II: (A,E) Células silvestres (wt) marcadas con GFP (verdes) en 
un fondo de sobreexpresión de dmyc como control  (A) 48h después de la inducción de clones 
y 72h (E). Las células silvestres se eliminan gradualmente primero en la bolsa alar hasta que 
solo unos pocos clones permanecen en la periferia. (B, F) Células silvestres (wt) marcadas con 
GFP en un fondo de sobreexpresión de dmyc, en discos mutantes heterocigotos para una 
deleción de dsparc (B) 48h, y 72h después de la inducción de clones (F). Las células silvestres 
se eliminan más rápido de la bolsa alar de discos mutantes dsparc heterocigotos, comparar con 
el control. (C, G) Clones de células que expresan el ARNi-dsparc (Colección GD, ID16678) 
marcados con GFP generados en un fondo de sobreexpresión de dmyc 48h (C) después de la 
inducción de clones y 72h (G) el ARNi-dsparc produce una eliminación más rápida de los 
clones perdedores comparado con el control. (D-H) Clones de células que expresan el ARNi-
dsparc (Colección KK, ID100566) marcados con GFP generados en un fondo de 
sobreexpresión de dmyc 48h después de la inducción de clones (D) y 72h (H). (I) 
Cuantificación de los clones perdedores en el ensayo de supercompetición 48 y 72h después 
de la inducción de clones. El número de animales analizados está indicado (n). Las barras de 




Para investigar si dSparc funciona como una señal protectora que 
retrasa parcialmente la eliminación de las células perdedoras, se generaron 
líneas de moscas transgénicas UAS-dSparc y UAS-dSparc-HA (con una cola 
de HA en C-terminal), que permitían sobreexpresar dsparc en las células 
perdedoras. Se obtuvieron varias líneas transgénicas de sobreexpresión de 
dsparc. Se comprobó su funcionalidad y sus niveles de expresión de dos 
maneras: En primer lugar se sobreexpresaron las líneas UAS-dsparc 
específicamente en el compartimento dorsal del disco imaginal de ala (marcado 
con GFP), se realizó una inmunofluorescencia de dSparc y se observó la 
expresión de dSparc (Figura 29A-C). Es importante tener en cuenta que con el 
anticuerpo específico contra dSparc se puede detectar tanto la sobreexpresión, 
como la expresión endógena de dSparc, mientras que con el anticuerpo contra 
HA solo se detecta la sobreexpresión. Lo mismo ocurre en células S2 
transfectadas con dsparc-HA (Figura 29D-E). En segundo lugar se realizó un 
western-blot a partir de proteínas que se extrajeron de un cruce da-Gal4 con 
cada una de las líneas de sobreexpresión de dsparc, y se seleccionó una línea 








Figura 29.  Funcionalidad de las líneas transgénicas de sobreexpresión de dsparc. (A-C) 
Sobreexpresión de dsparc (rojo) en el compartimento dorsal (verde). (A) El compartimento 
dorsal está marcado con GFP (verde), los núcleos están marcados con DAPI (azul). (B) El 
compartimento dorsal muestra la sobreexpresión de dsparc (rojo). En el compartimento ventral 
se observa la expresión endógena de dsparc. (C) Inmunofluorescencia con anti-HA (magenta) 
muestra la expresión de UAS-dsparc-HA. (D-E) Inmunofluorescencia doble de células 
transfectadas con UAS-dsparc-HA utilizando un anticuerpo monoclonal contra dSparc (verde) 
que reconoce la expresión endógena y la sobreexpresión de dsparc-HA,  y un anti-HA para 
detectar la expresión de dsparc unido a HA (rojo). Los núcleos están marcados con DAPI 
(azul). (F) Western-blot que muestra los niveles de expresión de varias líneas transgénicas de 
sobreexpresión de dsparc. 
 
Al expresar dsparc en las células perdedoras, se observó que la 
competición celular se inhibe y las células perdedoras sobreviven mejor (Figura 
27E-G). La sobreexpresión de dsparc es capaz de bloquear su eliminación 
incluso mejor que bloqueando la apoptosis mediante la sobreexpresión de p35 
(Figura 27G). Basándonos en estos resultados concluímos que dSparc es 
capaz de actuar como una señal protectora de las células perdedoras. 
Como ya se ha visto anteriormente, Dpp y dMyc son dos factores cuyos 
niveles de expresión son importantes en el proceso de competición celular. 
Para averiguar si dSparc afecta a la señalización de Dpp o a la expresión de 
dMyc, variamos los niveles de expresión de dsparc específicamente en el 






fluorescencia contra pMad o dMyc. Observamos que la variación de la 
expresión de dsparc en el compartimento dorsal del disco imaginal de ala no 
afecta a la expresión de pMad (Figura 30A-B) ni tampoco a la expresión de 
dMyc (Figura 30C-D). La señalización de Dpp tampoco se ve afectada cuando 
variamos los niveles de expresión de dsparc específicamente en clones en un 




Figura 30.  Los niveles de expresión de dsparc no afectan a la señalización de Dpp ni a la 
expresión de dMyc. (A-B) Activación  de UAS-ARNi dsparc o sobreexpresión mediante el 
transgen UAS-dsparc en el compartimento dorsal del disco imaginal de ala (verde) no afecta a 
los niveles de pMad (rojo). (C-D) Activación  de UAS-ARNi dsparc o sobreexpresión mediante 
el transgen UAS-dsparc en el compartimento dorsal del disco imaginal de ala (verde) no afecta 
a la expresión de dMyc (rojo). (E-F) La expresión  de UAS-ARNi dsparc en clones (verde) en un 
fondo silvestre no afecta a la expresión de pMad (rojo). (G-H) La sobreexpresión de dsparc en 
clones (verde) en un fondo silvestre no afecta a la expresión de pMad (rojo). 
 
Puesto que previamente habíamos observado que la sobreexpresión de 
dsparc es capaz de bloquear la eliminación de las células perdedoras por 
competición celular, se realizó una inmunofluorescencia para ver la expresión 
de caspasa 3 activa. Observamos que las células que sobreexpresan dsparc y 
sobreviven en un fondo de sobreexpresión de dmyc, no muestran activación de 
caspasa (Figura 31C-D  comparar con Figura 31A-B donde la sobreexpresión 
de p35 bloquea apoptosis pero no previene la activación de caspasa), lo que 






proceso de eliminación por competición celular antes de la activación de 
caspasa. Estos experimentos sugieren que dSparc actúa por debajo de la 




Figura 31. La sobreexpresión 
de dsparc bloquea la 
apoptosis inducida por 
competición celular. (A-B) 
Clones perdedores que 
expresan p35 (verde) en un 
fondo tub>dmyc 72h después de 
la inducción de clones. 
Expresión de Caspasa 3 en rojo. 
(C-D) Clones perdedores que 
sobreexpresan dsparc (verde) en 
un fondo tub>dmyc 72h después 
de la inducción de clones. 
Expresión de caspasa 3 en rojo. 
En este caso no hay activación 
de caspasa 3 (no hay células 







8. dSparc no es un inhibidor general de apoptosis. 
Una posibilidad es que dSparc sea un inhibidor general de apoptosis. 
Para descartarlo inducimos apoptosis de varias maneras diferentes 
independientes de competición celular.  
Primero se irradiaron discos imaginales de ala en los que se 
sobreexpresó dsparc en el compartimento posterior mediante el promotor 
“engrailed”. Se realizó una inmunofluorescencia contra Caspasa 3 activa pero 
no se observaron diferencias en el número de células apoptóticas de cada 








Figura 32. dSparc no bloquea muerte inducida por irradiación. (A) Inmunofluorescencia de 
Caspasa 3 (rojo), en discos en los que se ha sobreexpresado dsparc en el compartimento 
posterior (verde), 24h después de irradiar (1500 rads).  
 
 
Se ha publicado previamente que la expresión de egr bajo el control de 
gmr (promotor específico de ojo) produce apoptosis en células posteriores al 
surco morfogenético y resulta en la eliminación del órgano (Igaki y cols. 2002; 
Moreno y cols. 2002b). Co-expresamos egr y lacZ como control y observamos 
la eliminación casi total del ojo (Figura 33A). Comparamos el tamaño del ojo de 
estas Drosophilas con individuos en los que se co-expresaron egr y el inhibidor 
de apoptosis dIAP1 y se observó una supresión parcial del fenotipo de 
eliminación de ojo (Figura 33C). También se co-expresó egr y un ARNi egr 
como control y se observó una supresión total del fenotipo de eliminación de 
ojo que resulta en un ojo silvestre (Figura 33D). Co-expresamos egr y dsparc y 
observamos que la sobreexpresión de dsparc no es capaz de suprimir la 
eliminación del fenotipo inducido por egr (Figura 33B). En la gráfica que 
acompaña a esta figura se pueden consultar las cuantificaciones y el análisis 








Figura 33: dSparc no es un inhibidor general de apoptosis I. (A) Cuando egr es 
sobreexpresado específicamente en el ojo utilizando el promotor gmr, causa eliminación del 
órgano. (B) La coexpresión de egr y dsparc no bloquea la eliminación del ojo. (C) La co-
expresión de egr y dIAP1 suprime parcialmente el fenotipo de eliminación de ojo. (D) La 
coexpresión de egr y ARNi-egr rescata la eliminación del ojo y da lugar a un ojo silvestre. (E) 
Cuantificación del área del ojo de los diferentes genotipos. El número de animales analizados 
está indicado (n). Las barras de error representan el error estándar. El asterisco indica 
significancia estadística en una T-Student p<0,0001, n.s significa que no hay diferencias 
estadísticamente significativas. 
 
La mayoría de los ensayos que se han utilizado para investigar la 
habilidad de dSparc para inhibir apotosis se han llevado a cabo en escenarios 
de muerte celular muy agresiva y sobreexpresando factores proapoptóticos. 
Examinamos el efecto de la sobreexpresión de dsparc en situaciones de 
muerte celular más fisiológica: por ejemplo la apoptosis involucrada en la 
rotación de la terminalia de los machos de Drosophila. La terminalia de 
Drosophila deriva del disco genital que está constituído por la fusión de tres 
segmentos abdominales embrionarios: A8, A9 y A10. En el disco genital del 






genitalia masculina y el A10 forma la analia y el intestino posterior (Gleichauf, 
1936; Adam y cols. 2003). La formación de estas estructuras ocurre durante la 
pupación. Hay una fusión en la línea media dorsal del disco genital y una 
rotación de 360º en el sentido de las agujas del reloj que están relacionadas 
con la maduración de la genitalia interna (Gleichauf, 1936; Adam y cols. 2003). 
Se ha demostrado previamente que mutaciones en el gen proapoptótico hid 
afectan a la rotación de la terminalia (Abbott y Lengyel 1991), así como 
bloqueando apoptosis mediante la sobreexpresión de p35 o alterando la vía 
JNK (Macias y cols. 2004) se producen diferentes grados de rotación 
incompleta. Sobreexpresamos dsparc bajo el control del promotor engrailed y 
observamos que mientras que la sobreexpresión de p35 da lugar a una 
rotación incompleta (Figura 34B, comparar con el control en el que se expresa 
lacZ Figura 34A), la sobreexpresión de dsparc produce una terminalia silvestre 
con una rotación completa de 360º (Figura 34C), similar a una situación en la 
que se sobreexpresa lacZ como control (Figura 34A), Por lo tanto dSparc no 
bloquea esta apoptosis que ocurre durante el desarrollo y sugiere que el efecto 




Figura 34. dSparc no es un inhibidor general de apoptosis II.  (A) Macho silvestre con la 
parte ventral hacia arriba muestra la posición correcta de la terminalia externa (Analia y 
genitalia están indicadas). (B) Si se inhibe la apoptosis en la terminalia durante el desarrollo 
(en-Gal4>UAS-p35), los machos muestran una rotación incompleta comparado con los 
individuos silvestres. (C) Los machos que sobreexpresan dsparc en la terminalia (en-
Gal4>UAS-p35) muestran una terminalia con rotación completa (silvestre). 
 
 
Los discos imaginales de ala con el siguiente genotipo: ap-gal4/+ 






dorsal del ala en desarrollo (Figura 35A, D), pero esto no parece afectar a la 
morfología del ala adulta (Calleja y cols. 1996). Se sobreexpresó dIAP1 en el 
compartimento dorsal del disco imaginal de ala marcado con GFP y se observó 
una reducción de la apoptosis en este compartimento (Figura 35B, E), mientras 
que la sobreexpresión de dsparc no era capaz de inhibir la apoptosis en la 
región dorsal de la bolsa alar (Figura 35C, F). En la Figura 35G se puede 




Figura 35. dSparc no es un inhibidor general de apoptosis III.  (A-F) lacZ (A, D), dIAP1 (B, 
E) y dsparc (C, F) se sobreexpresan en el compartimento dorsal del disco imaginal de ala 
(verde) mediante ap>Gal4. La Caspasa 3 activa se muestra en rojo. La apoptosis se inhibe con 
dIAP1 pero no con dsparc donde la activación de Caspasa 3 es similar al control (A). (G) 
Cuantificación del número de células positivas para Caspasa 3 en los diferentes genotipos. El 
número de animales analizados está indicado (n). Las barras de error representan el error 
estándar. El asterisco indica significancia estadística en una T-Student p<0,0001, n.s significa 
que no hay diferencias estadísticamente significativas. 






La pata de Drosophila es un apéndice compuesto por nueve segmentos: 
coxa, trocánter, fémur, tibia, y cinco tarsos (T1-T5), separados por uniones 
flexibles. La pata se desarrolla a partir del disco imaginal de pata, un grupo de 
células que segrega al final de la embriogénesis, prolifera durante los estadios 
larvarios y evagina durante la pupación para formar el apéndice adulto. Durante 
el 3º estadio larvario se producen progresivas subdivisiones de la futura pata, 
esto se refleja en la sucesiva formación de pliegues en el disco que 
representan la localización de cada futura unión. Se ha demostrado 
previamente que la apoptosis es necesaria para la formación de las uniones de 
la pata y que este proceso es controlado por los genes pro-apoptóticos hid, 
reaper y grim (Manjon y cols. 2007). Cuando se inhibe la apoptosis en grandes 
dominios del disco de pata, los pliegues epiteliales distales y las uniones de la 
pata adulta están alteradas o ausentes. Para comprobar si la sobreexpresión 
de dsparc podía funcionar como inhibidor de apoptosis en esta situación se 
sobreexpresó en el compartimento posterior del disco imaginal de pata 
mediante el promotor engrailed. Como se puede observar en la Figura 36 
dsparc no es capaz de inhibir la activación de caspasa (comparar con el 
compartimento anterior del disco). Además las patas adultas tienen las uniones 
de la pata correctamente formadas. 
 
Figura 36. dSparc no es un inhibidor general de apoptosis IV.  (A-B) dsparc se 
sobreexpresa en el compartimento posterior del disco imaginal de pata (verde) utilizando 







Otro ejemplo de escenario de muerte celular fisiológico es la apoptosis de la 
retina pupal. El ojo de Drosophila se compone de unas 750 unidades llamadas 
omatidios, organizados en un patrón hexagonal. Cada omatidio se compone de 
ocho neuronas fotoreceptoras, cuatro células cono y dos células pigmentarias 
primarias (Wolff y Ready 1991). Los omatidios están rodeados por células 
interomatidiales (células pigmentarias secundarias y terciarias y cerdas 
mecanosensoriales) que se encargan de separar los omatidios y mantener el 
patrón hexagonal del ojo adulto. 24h después del comienzo de la pupación, 
después de que todas las células de cada omatidio se han diferenciado y 
organizado, una ronda adicional de apoptosis reduce el número de células 
interomatidiales (Brachmann y Cagan 2003). Además hay otro evento de 
muerte celular programada más tarde durante la pupación. A las 36h después 
de la formación del pupario (DFP), se puede observar un anillo de células 
apoptóticas en la periferia del ojo (Wolff y Ready 1991). Estas células 
apoptóticas en el margen del campo de omatidios son fotoreceptores, células 
cono y células pigmentarias primarias (Wolff y Ready 1991; Hay y cols. 1994). 
Se ha descrito que en retinas pupales 50h DFP, teñidas con naranja de 
acridina, se observan muchos fragmentos células muertas o muriendo, 
principalmente en el margen del ojo (Hay y cols. 1994).  
En retinas en las que se sobreexpresó lacZ como control, se ve un anillo 
de células apoptóticas en la periferia (Figura 37A). Al inhibir la apoptosis 
sobreexpresando p35  bajo el control de un promotor específico de ojo (gmr), 
no se observan fragmentos de naranja de acridina en la periferia y tan solo se 
observa una tinción difusa en células de la lámina óptica y cuerpos grasos (Hay 
y cols. 1994) (Figura 37B). Al sobreexpresar dsparc utilizando el promotor gmr, 
se observó una inhibición de la apoptosis similar a la que se puede ver al 
sobreexpresar p35 (Figura 37C).  
Teniendo en cuenta los anteriores resultados en ojos, patas y discos 
imaginales de ala, que sugieren que dSparc no es un inhibidor general de 
apoptosis, una posibilidad sería que, en el caso de la retina pupal, dSparc sea 
capaz de bloquear la apoptosis porque las células del margen de la retina son 








Figura 37. Competición celular en la retina pupal. (A) Retina pupal de 48h en la que se 
sobreexpresa lacZ específicamente en el ojo mediante gmr>Gal4 (control). Acumulación de 
Naranja de Acridina en las células de la periferia (rojo) lo que indica muerte celular. (B) La 
expresión de p35 bloquea la apoptosis. No se observan fragmentos de naranja de acridina en 
la periferia. Se observa una tinción difusa en células de la lámina óptica y cuerpos grasos 
(rojo). (C) La sobreexpresión de dsparc mediante gmr>Gal4 bloquea la apoptosis. No se 
observan fragmentos de naranja de acridina en la periferia. Se observa una tinción difusa en 
células de la lámina óptica y cuerpos grasos (rojo). (D) La expresión del ARNi-fwe mediante 
gmr>Gal4 bloquea la apoptosis. Apenas se observan fragmentos de naranja de acridina en la 
periferia (rojo). (E-H) Retinas de moscas con el reportero fluorescente de Fwe (E). (F) 
magnificación de la imagen anterior, núcleos marcados con DAPI (azul). (G) En verde se 
observa la expresión de FweLose-A (GFP). (H) En rojo se observa la expresión de FweLose-B 
(RFP). 
 
Se ha identificado recientemente la proteína de membrana Flower (Fwe) 
como componente de la maquinaria de respuesta de competición celular que 
es requerido para marcar las células como ganadoras o perdedoras (Rhiner y 
cols. 2010). En Drosophila el gen fwe da lugar a tres isoformas: Fweubi,  
FweLose-A y FweLose-B. Niveles basales de Fweubi son producidos 
constantemente. Durante la competición celular las formas FweLose se expresan 
en las células perdedoras. Las comparaciones entre células de los niveles 
relativos de Fweubi  y FweLose determinan finalmente cual de las células será 
eliminada por apoptosis inducida por competición celular.  
Para ver si hay competición celular en la retina, utilizamos dos ensayos: 
un reportero fluorescente de fwe (Yao y cols. 2009) con el que se puede 






cols. 2010) y también disponemos de un ARNi específico contra fwe que inhibe 
la competición celular (Rhiner y cols. 2010). En el primer ensayo se expresó el 
ARNi fwe específicamente en el ojo con el promotor gmr y en este caso se 
observó una inhibición de la apoptosis similar a la observada mediante la 
sobreexpresión de p35 y dsparc (Figura 37D).  
En el segundo ensayo se extrajeron las retinas de Drosophilas con el 
reportero fluorescente de fwe, 48h DFP y observamos expresión de las 
isoformas fweLose (Figura 37E-H), fweLose-B marcado con RFP en el margen de 
la retina (Figura 37H). En el caso de fweLose-A (marcado con GFP) lo que se 
observa es una acumulación en el margen de la retina, ya que esta isoforma se 
expresa normalmente en el sistema nervioso (Yao y cols. 2009) (Figura 37G).  
Al inhibir la expresión de todas las isoformas de fwe se inhibe la 
competición celular y la apoptosis en el margen de la retina. Además las 
células del margen de la retina expresan las formas FweLose-A y  FweLose-B 
características de células perdedoras en competición celular. Estos resultados 
sugieren que la apoptosis que ocurre en el margen de la retina durante la 
pupación intermedia-tardía podría deberse a una eliminación de células por 
competición celular. 
Todos estos datos sugieren que dSparc no es un inhibidor general de 
apoptosis a pesar de su potente capacidad de inhibir apoptosis inducida por 
competición celular. 
 
9. dSparc protege células S2 de una “señal de muerte”. 
Después decidimos averiguar cómo funciona la sobreexpresión de 
dSparc para amortiguar las deficiencias de factores de supervivencia en las 
células perdedoras. Para ello utilizamos células Schneider 2 (S2). Primero 
comprobamos si dSparc-HA se secreta en células S2 de Drosophila. Para ello 
se transfectaron células S2 con un plásmido pUASp-dSparc-HA y un plásmido 
actα1>Gal4 para activar las construcciones UAS, y se realizó un western-blot 
de la fracción celular y el sobrenadante por separado. Como se puede observar 






también en el sobrenadante, lo que indica que se secreta al igual que el 
ortólogo humano y confirma la funcionalidad de la señal de secreción. Además 
se observa una banda de mayor peso molecular (75kD) que sugiere que 
dSparc podría formar homodímeros o heterodímeros con otra proteína de un 
peso molecular similar a dSparc.  
 
 
Figura 38. dSparc se secreta. Western-blot con 
proteínas de células S2 transfectadas con dsparc-HA y 
sus respectivos sobrenadantes. dSparc-HA se detecta 
con un anti-HA (banda roja, punta de flecha) en el 
sobrenadante y en la fracción celular. La tubulina 
(verde) se usa como control de carga y se encuentra en 
la fracción celular como se espera. Se encuentran 





De manera similar a lo que se observa en las células perdedoras en los 
discos imaginales de ala, las células S2 sobreexpresan dSparc en una 
situación de retirada de suero como se puede observar en la 






Figura 39. La expresión de dSparc aumenta 
en condiciones de medio sin suero. 
Expresión endógena de dSparc en células S2 
crecidas en medio con 10% de suero (A) o en 
medio sin suero (B). (C) Western-blot con 
proteínas de células S2 crecidas en medio con 
10% de suero o en medio sin suero. dSparc se 
detectó con un anti-dSparc y la tubulina se 










También se realizó un western-blot con lisados de células S2, antes y 
después de la retirada del suero del medio, confirmando que los niveles de 
dSparc aumentan después de la retirada de suero (Figura 39C). Estos 
resultados sugieren que dSparc es secretado al medio donde podría ejercer un 
efecto protector.  
Para evaluar el posible papel protector de dSparc después de la retirada 
de factores de supervivencia (medio sin suero), las células S2 fueron 
transfectadas con dsparc o GFP como control (Figura 40A), y después de 48h, 
se retiró el suero del medio de las células. La supervivencia celular  y la 
apoptosis fueron medidas 24h después. Solo el 40% de las células 
transfectadas con GFP sobrevivieron después de la retirada del suero (Figura 
40B), mientras que el 95% de las células S2 transfectadas con dsparc 
sobrevivieron después del mismo tratamiento (Figura 40C). 
Puesto que dSparc es secretado en el medio por las células S2, 
decidimos averiguar si la presencia de la proteína dSparc en el sobrenadante 
podría conferir alguna protección a las células S2 silvestres después de la 
retirada del suero. Para averiguar esto, se usó medio sin suero procedente de 
células transfectadas con dsparc y se añadió a células silvestres en medio sin 
suero. La supervivencia celular  y la apoptosis fueron medidas 48h después y 
como resultado se observó una protección significativa de estas células (Figura 
40D). Al añadir anticuerpo dSparc a este medio la situación de protección se 
revirtió (Figura 40E). También se irradiaron células S2 transfectadas con 
dsparc o con GFP como control y se observó que la sobreexpresión de dsparc 
no inhibía este tipo de apoptosis inducida por irradiación , de la misma manera 
que ocurre en el disco imaginal de ala.  
Figura 40.  dSparc protege a las células S2 de una señal de muerte. (A) Células S2 en 
medio con 10% de suero, (B) en medio sin suero, (C) transfectadas con dsparc-HA en medio 
sin suero, (D) células S2 en medio sin suero con sobrenadante enriquecido en dSparc 
(procedente de 40C). (E) células S2 en medio sin suero con sobrenadante enriquecido en 
dSparc + anticuerpo específico de dSparc. (F) Células S2 después de 36h en medio 
enriquecido en KS (sobrenadante de 40B + 10% suero). (G) Células S2 en medio enriquecido 
en KS + sobrenadante enriquecido en dSparc (de 40C). (H) Células S2 en medio enriquecido 
en KS + 150ng/100µl de proteína purificada de dSparc. Las células S2 están teñidas con 
faloidina (verde) para visualizar el contorno celular y los núcleos están marcados con DAPI 
(azul). (I) Gráfico que representa el porcentaje de supervivencia de las células en los diferentes 
tratamientos: suero o señal de muerte (KS). Tf=transfectado. Sn=sobrenadante. Ab=anticuerpo 








Para intentar averiguar el mecanismo de acción de dSparc, se retiró el 
suero de células S2 durante 24-48h y cuando éstas comenzaron a morir, se 
recolectó el sobrenadante de esas células y se añadió 10% de suero 






medio se añadió a células sanas, y se observó que inducía muerte (Figura 
40F), sugiriendo que hay presente al menos una señal de muerte secretada 
(KS). Para probar si dSparc secretado podía inactivar la KS, se combinó el 
medio-KS con el sobrenadante de células transfectadas con el plásmido dsparc 
y se observó que el efecto de la KS era revertido por la presencia de dSparc en 
el medio (Figura 40G). Además cuando el mismo medio-KS es añadido a 
células S2 sanas junto con proteína purificada de dSparc, la supervivencia 
celular se incrementaba (Figura 40H). Todos estos resultados fueron 
cuantificados y se encuentran representados en la gráfica de la Figura 40I. Los 
resultados anteriores indican que la KS es una molécula secretada. Una 
posibilidad es que dSparc secretado sea neutralize la KS desconocida 
directamente en el espacio extracelular. Otra posibilidad es que dSparc active 
una vía de señalización protectora que contrarreste los efectos de la KS.  
 
10. dSparc y Fwe actúan en diferentes rutas en competición celular. 
Puesto que dSparc y Fwe tienen funciones específicas en competición 
celular, decidimos comprobar si hay alguna relación entre los dos, o si forman 
parte de la misma ruta de señalización.  
Se ha demostrado previamente que la reducción de las isoformas de 
Fwe en los clones perdedores disminuye la eliminación de estos clones por 
competición celular (Rhiner y cols. 2010). Una posibilidad sería que al disminuir 
la eliminación de los clones perdedores ya no fuera necesaria la 
sobreexpresión de dSparc.  
Primero utilizamos el ensayo de supercompetición y se expresó el ARNi 
de fwe específicamente en las células silvestres perdedoras en un fondo de 
sobreexpresión de dmyc. Observamos que la reducción de la expresión de 
todas las isoformas de Fwe no interfería con la sobreexpresión de dSparc en 
las células perdedoras durante la competición celular (Figura 41A-B).  
Otra posibilidad sería que al sobreexpresar dsparc en células 
perdedoras, se inhibiera la expresión de las isoformas FweLose, y así se 






comprobar esta hipótesis se sobreexpresó dsparc en clones de células 
perdedoras (GFP) en un fondo de sobreexpresión de dmyc y se realizó una 
hibridación in-situ fluorescente con una sonda específica para fweLose-A. 
Observamos que la expresión de fweLose-A que se produce en situaciones de 
competición celular no se ve afectada por la sobreexpresión de dsparc durante 
la competición celular (Figura 41C-D).  
La sobreexpresión de las isoformas FweLose inducen apoptosis (Rhiner y 
cols. 2010). Para comprobar si dSparc se encuentra sobreexpresado en estas 
situaciones, se generaron clones silvestres que sobreexpresan fweLose-A o 
fweLose-B en un fondo de células silvestres. Y se observó que la expresión 
endógena de dSparc no varía en todo el disco imaginal, ni en los clones que 




Figura 41. dSparc y Fwe actúan en vías diferentes en competición celular. (A-B) Expresión 
del ARNi-fwe específicamente en células silvestres (wt) marcadas con GFP (verde), rodeadas 
por células supercompetidoras (tub>dmyc). La inhibición de Fwe no interfiere con el incremento 






(C-D) Hibridación in-situ que revela la presencia del ARNm de fweLose-A (rojo) en clones 
silvestres (verdes)  que sobreexpresan dsparc. En los recuadros se puede ver la sonda sentido 
(control). (E-F) Clones silvestres que sobreexpresan fweLose-A (verdes), rodeados por células 
silvestres, no muestran cambios en los niveles de dSparc (rojo). (G-H) Clones silvestres que 
sobreexpresan fweLose-B (verdes), rodeados por células silvestres, no muestran cambios en la 
expresión de dSparc (rojo). (I-K) Clones mutantes fwe-/- (ausencia de verde) en un fondo de 
células silvestres (verde) no muestran cambios en la expresión de dSparc (rojo). 
 
Los clones de células mutantes homocigotas fwe-/- son eliminados del 
tejido imaginal debido a la falta de fweubi. La apoptosis de las células fwe-/- se 
restringe a los bordes del clon, esto indica que es necesaria la presencia de 
células que expresen fweubi (fwe-/+ o fwe+/+) para que la apoptosis y eliminación 
de las células fwe-/- pueda tener lugar (Rhiner y cols. 2010). Se generaron 
clones   fwe-/- y no se observaron cambios en la expresión de dSparc en los 
clones fwe-/-, ni en los bordes de estos clones (Figura 41I-K).  
Estos resultados sugieren que dSparc y Fwe funcionan en vías paralelas 
y tienen papeles opuestos durante la competición celular.   
 
11. Restricción de dieta 
Se ha descrito que cuando las larvas de Drosophila se mantienen en 
inanición la eliminación de los clones Minute por competición celular es menor 
(Simpson 1979). Esto sugiere una menor competición celular, lo que podría 
traducirse en menores niveles de expresión de dSparc en las células 
perdedoras. 
Para ver si al inhibir la competición celular variaban los niveles de 
dSparc en los clones de células perdedoras, utilizamos el experimento de 
supercompetición en condiciones normales como control y en papilla restrictiva 
(con la mitad de nutrientes). Observamos que en las condiciones de restricción 
de dieta la expresión de dSparc en los clones perdedores se veía atenuada 
(Figura 42). Este resultado nos sugiere que dSparc tiene un papel específico en 
competición celular, ya que si su expresión en los clones de células perdedoras 
se ve atenuada por las condiciones de restricción de dieta, la sobreexpresión 








Figura 42. Expresión de dSparc en 
restricción de dieta. (A, C) Células 
silvestres (wt) marcadas con GFP 
(verde) en un fondo de 
sobreexpresión de dmyc como control  
72h después de la inducción de 
clones. Los clones silvestres (verde) 
en un fondo tub>dmyc  aumentan la 
expresión de  dSparc (rojo). (B, D) 
Células silvestres (wt) marcadas con 
GFP (verde) en un fondo de 
sobreexpresión de dmyc control  72h 
después de la inducción de clones en 
condiciones de restricción de dieta, 
muestran un incremento de expresión 
de dSparc (rojo) en los clones 




Para estudiar este fenómeno funcionalmente, utilizamos el experimento 
de supercompetición, pero en este caso reduciendo o aumentando la expresión 
de dsparc específicamente en los clones perdedores en condiciones de 
restricción de dieta. Analizamos el patrón de eliminación de los clones tomando 
como referencia 48 y 72h después de la inducción de clones. Observando el 
comportamiento de los controles crecidos en papilla normal, se comprobó que 
la competición celular se atenuaba en la situación de papilla restrictiva, ya que 
los clones de células perdedoras sobrevivían más tiempo y mejor en la bolsa 
alar comparado con el control (Figura 43A-D). Observamos que la eliminación 
de los clones con el tiempo no era estadísticamente significativa (Figura 43M). 
En el experimento en el que se redujo la expresión de dsparc específicamente 
en los clones de células perdedoras observamos también que la eliminación de 
los clones con el tiempo no es estadísticamente significativa, aunque partimos 
de una cantidad de clones similar al control lacZ de la papilla control (Figura 
43E-H, M)). En el experimento en el que se aumenta la expresión de dsparc 
específicamente en los clones de células perdedoras observamos también que 
la eliminación de los clones con el tiempo no es estadísticamente significativa 












Figura 43.  Análisis funcional de dSparc en restricción de dieta. (A-B) Células silvestres 
(wt) marcadas con GFP en un fondo de sobreexpresión de dmyc como control  (A) 48h 
después de la inducción de clones y 72h (B) las células silvestres se eliminan gradualmente 
primero en la bolsa alar hasta que solo unos pocos clones permanecen en la periferia. (C-D) 
Células silvestres (wt) marcadas con GFP en un fondo de sobreexpresión de dmyc como 
control  (C) 48h después de la inducción de clones y 72h en papilla restrictiva (D). Las células 
silvestres en esta situación no experimentan una eliminación significativa con el tiempo. Hay 
clones que permanecen en la bolsa alar. (E-F) Clones de células que expresan el ARNi-dsparc 
marcados con GFP generados en un fondo de sobreexpresión de dmyc 48h (E) después de la 
inducción de clones y 72h (F) el ARNi-dsparc produce una eliminación más rápida de los 
clones perdedores. (G-H) Clones de células que expresan el ARNi-dsparc marcados con GFP 
generados en un fondo de sobreexpresión de dmyc 48h (G) después de la inducción de clones 
y 72h en papilla restrictiva (H). Hay menos clones de partida comparado con el control,  pero el 
ARNi-dsparc en este caso no produce una eliminación más rápida de los clones perdedores. (I-
J) Clones de células que sobreexpresan dsparc marcados con GFP generados en un fondo de 
sobreexpresión de dmyc 48h (I) después de la inducción de clones y 72h después de la 
inducción de clones (J) La sobreexpresión de dsparc rescata la eliminación de los clones 
perdedores. (K-L) Clones de células que sobreexpresan dsparc marcados con GFP generados 
en un fondo de sobreexpresión de dmyc 48h (K) después de la inducción de clones y 72h 
después de la inducción de clones (L) en papilla restrictiva, se obtienen resultados similares a 
una situación de dieta no restrictiva. Pero en este caso no se produce una eliminación de 
clones significativa con el tiempo. (M) Cuantificación de los clones perdedores en el ensayo de 
supercompetición 48 y 72h después de la inducción de clones en condiciones normales y de 
restricción de dieta. El número de animales analizados está indicado (n). Las barras de error 
representan el error estándar. El asterisco indica significancia estadística en una T-Student 
p<0,0001. n.s significa que no hay diferencias estadísticamente significativas. (N) Más datos 
relativos a significancia estadística. 
 
Además, el porcentaje de clones perdedores que permanecen en la 
región de la bolsa alar es similar en las condiciones restrictivas respecto a las 
condiciones de papilla normal, lo que nos indica que el nivel de protección que 
confiere dSparc a los clones perdedores en una situación normal de 
supercompetición, es el máximo posible, ya que se obtienen los mismos 
resultados en escenarios en los que la competición celular se encuentra 
atenuada.  
Sería posible que la eliminación de los clones perdedores se  viera 
atenuada debido a que en condiciones de restricción de dieta las larvas de 
Drosophila crecieran más despacio, y por lo tanto los discos imaginales de ala 
también. Para comprobar esto, cuantificamos el tamaño de la bolsa alar de los 
discos en las dos situaciones de papilla normal y restrictiva, y obtuvimos como 
resultado una gráfica en la que se observa que el tamaño de la bolsa alar es 









Figura 44. Tamaño de la bolsa alar. 
En gris se representa el tamaño medio 
de la bolsa alar de los discos 
imaginales control. En rojo se 
representa el tamaño medio de la bolsa 
alar de los discos imaginales en una 
situación de restricción de dieta. Las 
barras de error representan el error 
estándar. n.s significa que no hay 
diferencias estadísticamente 




Todos estos resultados sugieren una vez más que dSparc es un 
marcador específico de la competición celular y además es un inhibidor 












1. dSparc es el primer protector específico de competición celular 
Uno de los problemas que presenta actualmente el estudio de la 
competición celular es la ausencia de marcadores específicos. Hasta ahora, 
para estudiar la competición celular se han utilizado marcadores generales de 
apoptosis como la activación de la caspasa 3 (Moreno y cols. 2002a). También 
se han usado marcadores de estrés como la JNK a través de la presencia de 
mayores niveles de puckered (puc-LacZ) (Martín-Blanco y cols. 1998; Moreno y 
cols. 2002a). La inexistencia de marcadores específicos ha dificultado el 
estudio de este proceso en organismos superiores. 
Recientemente hemos identificado la proteína de membrana Fwe como 
componente de la maquinaria de respuesta de competición celular que se 
requiere para marcar a las células como ganadoras o perdedoras (Rhiner y 
cols. 2010).  
Además en este trabajo se demuestra que dSparc es también un marcador 
de competición celular que aumenta su expresión en las células perdedoras, y 
lo que es más importante, es el primer protector específico de competición 
celular ya que inhibe apoptosis inducida por competición celular.  
También se demuestra que Fwe y dSparc, los dos marcadores de 
competición celular recién descubiertos, no actúan en la misma ruta aunque 
como hemos visto,  ambos tienen una función opuesta en competición celular. 
Estos hallazgos son importantes porque al ser marcadores específicos de 
competición celular permiten descubrir otros sistemas en los que la competición 
celular tiene lugar. Además cada vez hay más datos que sugieren que la 
competición celular está conservada en mamíferos (Bondar y Medzhitov 2010; 
Tamori y cols. 2010; Oliver y cols. 2004; Oertel y cols. 2006; Sansom y cols. 
2007).  
Si la función de dSparc durante la competición celular en Drosophila  
melanogaster está conservada, permitiría estudiar más fácilmente este proceso 
en mamíferos, su posible relación con el cáncer y podría ayudar a entender la 
expresión diferencial de SPARC que se ha observado en tumores (Arnold y 







2. Competición celular fisiológica 
La retina pupal es un escenario de muerte celular fisiológico. A las 36h 
después de la formación del pupario se puede observar un anillo de células 
apoptóticas en la periferia del ojo (Wolff y Ready 1991). Estas células en el 
margen del campo de omatidios son fotorreceptores (R), células cono y células 
pigmentarias (Wolff y Ready 1991; Hay y cols. 1994). Se ha propuesto que las 
células del margen mueren por apoptosis porque forman omatidios 
incompletos. La apoptosis depende de la activación de genes proapoptóticos 
hid, rpr y grim, que es inducida por Wingless (Wg) (Lin y cols. 2004). 
Esta apoptosis se inhibe sobreexpresando dSparc y el ARNi de fwe de la 
misma manera que bloqueando apoptosis con p35. Lo que sugiere que esta 
apoptosis es inducida por competición celular. La expresión de FweLose en las 
células del margen apoya esta hipótesis. 
Por lo tanto, aunque estos son datos preliminares, sugieren que la 
apoptosis del margen de la retina pupal intermedia-tardía se debe a una 
eliminación de células mediada por competición celular. 
Estos resultados son muy importantes porque es la primera vez que se 
describe un papel fisiológico para la competición celular. 
Pero, ¿por qué las células del margen son eliminadas? Se ha propuesto 
que estas células se eliminan porque al estar en el margen no son capaces de 
reclutar todas las células necesarias para formar un omatidio completo, y que la 
presencia de omatidios incompletos en el margen de la retina perjudica la 
visión periférica de los individuos (Lin y cols. 2004). Tampoco se sabe cómo se 
activa la expresión de Wg en las células del margen. Se ha hipotetizado que se 
debe al fallo en la formación de sinapsis entre las neuronas (R) y sus dianas en 
el ganglio óptico. Quizás los fotorreceptores de los omatidios del margen no 
pueden encontrar suficientes dianas post-sinápticas porque están en el margen 
del campo de omatidios. La ausencia de una señal retrógrada desde las 
neuronas del ganglio óptico podría llevar a la acumulación de Wg en los 
omatidios de la periferia (Lin y cols. 2004).  
Si esta eliminación de células del margen de la retina ocurre por 






imaginal de ala es complementaria, si en la retina pupal ocurre lo mismo, esta 
competición celular podría ser inducida por diferentes niveles de dMyc. Pero en 
el disco de ala esa diferencia endógena de dMyc no induce competición celular. 
Esto podría ocurrir porque en la zona no proliferativa no hay competición 
porque no hay división, o porque las células con diferentes niveles de dMyc no 
están en contacto sino que están separadas por los pliegues del disco, o 
porque las células que expresan Wg y niveles más bajos de dMyc están fuera 
de la bolsa alar. En cualquier caso, hay que tener en cuenta que Wg tiene 
funciones opuestas en el disco imaginal de ala, donde actúa como factor de 
supervivencia, y en la retina pupal donde induce la expresión de genes 
proapoptóticos. 
 
3. Proteínas solubles 
Las células S2 de Drosophila melanogaster también han contribuido a dar 
con mecanismos implicados en competición celular. Se ha descrito que cuando 
se mezclan dos poblaciones de células S2 con diferentes niveles de expresión 
de dmyc, se producen interacciones celulares similares a las que tienen lugar 
en el disco imaginal de ala cuando se induce competición celular. Se ha 
propuesto que las dos poblaciones participan y son necesarias en el proceso 
competitivo por liberar factores solubles en el medio (Senoo-Matsuda y 
Johnston 2007). 
En nuestro laboratorio hemos observado que dSparc aumenta su expresión 
en células crecidas en medio sin suero y se secreta al medio donde ejerce su 
función protectora.  También hemos visto que una molécula secretada participa 
en el proceso como señal de muerte (KS) que induce apoptosis en las células, 
pero aún no se conoce la identidad de esta molécula. 
Un posible candidato podría ser egr, el ligando de la superfamilia TNF 
(factor de necrosis tumoral) en Drosophila. Egr es endocitado por las células, 
induce la ruta JNK que desencadena apoptosis y se activa por desequilibrios 
en la señalización de Dpp (Igaki y cols. 2002; Moreno y cols. 2002b; Igaki y 






sobreexpresión de egr no afecta a la expresión de dSparc y su inhibición 
mediante un ARNi no elimina o atenúa la expresión de dSparc. 
Aún no sabemos si las células S2 en condiciones de falta de suero mueren 
por competición celular. No sabemos si todas las células tienen la misma falta 
de factores de supervivencia, si los internalizan con la misma eficiencia, ni si 
expresan FweLose, pero aumentan la expresión dSparc que es un marcador 
específico de competición celular, y esa sobreexpresión protege a las células 
de ser eliminadas por apoptosis. También hemos observado que dSparc no 
protege a las células S2 de apoptosis inducida por irradiación de la misma 
manera que ocurre en el disco imaginal de ala. 
Aún no se conoce el mecanismo mediante el cual dSparc protege a las 
células S2.  Podría ser neutralizando la KS directamente en el espacio 
extracelular, o bien activando una ruta de señalización protectora que 
contrarrestara los efectos de la KS.  
 
4. dSparc, Fwe y Ca2+ 
Los resultados obtenidos sugieren que dSparc y Fwe actúan en rutas 
independientes durante la competición celular y tienen papeles opuestos 
(Figura 45). Pero tienen un elemento en común: el calcio.  
  
Figura 45. dSparc y 
Fwe. Ambos son 
marcadores de 
competición celular y 
juegan un papel 
durante la 
competición celular 
en las células 
perdedoras, pero los 
resultados obtenidos 
en el disco imaginal 
de ala de Drosophila 
sugieren que dSparc 
y Fwe actúan en 
rutas independientes 










que el producto de FweLose-A es un canal de calcio con una función en la 
endocitosis durante las sinapsis que tienen lugar en el sistema nervioso de 
Drosophila (Yao y cols. 2009). Y se sabe que dSparc tiene un dominio de unión 
a calcio de elevada afinidad (Dominio III) y otro de baja afinidad (Dominio I) 
(Martinek y cols. 2002). Hasta la fecha, el papel del Ca2+ en la muerte celular 
todavía se debate (Cerella y cols. 2010).  
La sobrecarga de Ca2+ induce estrés y produce necrosis (de Leiris y 
Boucher 1990; Qian y cols. 1999; Criddle y cols. 2007) y el aumento regulado 
de Ca2+ tiene un papel en la señalización de la ruta de intrínseca de apoptosis 




Figura 46. La compleja 
relación entre Ca2+ y la 
muerte celular. La 
señalización de Ca2+ en 
supervivencia y 
apoptosis versus 
desregulación de la 
homeostasis de Ca2+ 
como un evento 
necrogénico (Modificado 
de (Cerella y cols. 
2010)). Diferentes 
papeles de las 
alteraciones de Ca2+ en 
supervivencia o muerte 





Teniendo estos datos presentes, una posibilidad sería que en situaciones 
de competición celular aumentaran los niveles de calcio extracelular, las células 
perdedoras que expresaran altos niveles de FweLose internalizarían mas Ca2+ y 
morirían. Puesto que durante la competición celular las células perdedoras 
aumentan la expresión de dSparc, éste podría unirse a calcio y lo neutralizaría 







Otra posibilidad sería que en una situación de competición celular, hubiera 
un mecanismo por el cual se indujera la exposición de FweLose en la membrana 
de las células perdedoras y desde ese momento comenzarían a internalizar el 
calcio que se encuentra en el medio por ese canal, y finalmente morirían. Esta 
situación también podría ser retrasada o revertida mediante la sobreexpresión 
de dSparc que podría unirse a calcio y lo neutralizaría permitiendo la 
supervivencia de las células perdedoras. 
 
5. dSparc, competición celular y cáncer 
La competición celular se ha propuesto como mecanismo que funciona en 
las etapas tempranas del cáncer (Rhiner y Moreno 2009), como por ejemplo en 
la formación de campos precancerosos. Si en una célula ocurriera una 
mutación que le diera una ventaja convirtiéndola en una supercompetidora (Ej: 
mutaciones en myc), podría desplazar paulatinamente a las células silvestres 
del tejido, de esta forma estas células mutadas podrían expandirse por el tejido 
generando un campo precanceroso en el que, si tuvieran lugar mutaciones 
adicionales que afectaran a oncogenes o genes supresores de tumores, se 
podría generar un tumor. 
Hay evidencias de que la competición celular está conservada en 
mamíferos (Bondar y Medzhitov 2010; Tamori y cols. 2010; Oliver y cols. 2004; 
Oertel y cols. 2006; Sansom y cols. 2007). La posibilidad de detectar los 
campos precancerosos es muy importante porque uno de los problemas del 
cáncer es que el mínimo tamaño clínicamente detectable que los patólogos 
identifican como un tumor pequeño se encuentra muy cerca del tamaño 
máximo de un tumor compatible con la vida (diez rondas de división) (Moreno 
2008). 
Por lo tanto, puesto que dSparc es un marcador de competición celular en 
Drosophila melanogaster, si su función está conservada en mamíferos, podría 
permitir la detección de los campos precancerosos y por tanto una detección 








6. dSparc en tumores 
La expresión de dSparc en mamíferos se ha visto ligada a muchos tipos de 
tumores. Se han descrito muchos tipos de cáncer que tienen la expresión de 
dSparc alterada (Framson y Sage 2004; Clark y Sage 2008; Podhajcer y cols. 
2008), sin embargo los datos publicados sobre la función de SPARC durante la 
formación de tumores son inconsistentes y a menudo contradictorios. Incluso 
entre los mismos tipos de tumores, parece que la capacidad de SPARC de 
promover o inhibir la progresión tumoral depende del tipo celular que lo inicia, 
del estadio tumoral y de su microambiente.  
Se han descrito múltiples tipos de tumores en los que SPARC actúa como 
promotor de tumores, como por ejemplo:  
Cáncer de vejiga, leucemia, glioblastoma, astrocitoma, meningioma, cáncer de 
esófago y de mama entre otros (Rempel y cols. 1999; Huang y cols. 2000; 
Hedvat y cols. 2003; Martinez y cols. 2003; Brabender y cols. 2005; Nimphius y 
cols. 2007; Pen y cols. 2007; Helleman y cols. 2008). 
Se han descrito múltiples tipos de tumores en los que SPARC parece tener 
una función como supresor tumoral como por ejemplo:  
Cáncer de ovario, colorectal, de células pequeñas y no pequeñas de pulmón, 
páncreas, próstata y cáncer de útero (Sato y cols. 2003; Suzuki y cols. 2005; 
Wang y cols. 2005; Sova y cols. 2006; Rodriguez-Jimenez y cols. 2007; Yang y 
cols. 2007; Brune y cols. 2008; Cheetham y cols. 2008; Hong y cols. 2008; 
Socha y cols. 2009).  
SPARC puede afectar a la progresión tumoral a diferentes niveles. Durante 
las etapas tempranas parece estar implicado en transformación y malignización 
(Robert y cols. 2006), también juega un papel relevante en la transición epitelio-
mesénquima (Robert y cols. 2006; Sosa y cols. 2007), SPARC es producido 
por las células tumorales o por el microambiente dependiendo del tipo de 
tumor. Está  involucrado en el escape del tumor de la respuesta inmune y 
promueve angiogénesis (Ledda y cols. 1997; Sangaletti y cols. 2003; Alvarez y 
cols. 2005; Lau y cols. 2006; Prada y cols. 2007), también está involucrado en 
la agresividad de las metástasis (Jacob y cols. 1999; Minn y cols. 2005; Campo 






las células cancerosas permanecer y colonizar nuevos tejidos por un proceso 
de competición celular.  
Para generar un tumor son necesarias un mínimo de tres a doce 
mutaciones diferentes dependiendo del tipo celular y del tumor (Merlo y cols. 
2006). Hay muchos tipos de tumores diferentes dependiendo del tejido y 
también del tipo de mutaciones que han sufrido. Existe la posibilidad de que la 
expresión diferencial de SPARC en tumores se debiera al tipo de tumor y al 
estadio tumoral (Arnold y Brekken 2009).    
Teniendo en cuenta los datos de dSparc obtenidos en Drosophila 
melanogaster, los tumores podrían clasificarse en dos grupos dependiendo de 
si las mutaciones iniciales que han sufrido las células les confieren alguna 
ventaja sobre las células silvestres circundantes o no. 
 
6.1. Tumores supercompetidores 
Un primer grupo de tumores estaría formado por los que se comportan 
como supercompetidores (Figura 47). Estos serían tumores con mutaciones 
que produzcan ventajas como por ejemplo mutaciones que incrementaran los 
niveles de expresión de myc. En estos casos la expresión de SPARC se vería 




Figura 47. Tumores supercompetidores.  Tumor tipo myc: Células supercompetidoras se 
expanden eliminando a las células normales circundantes.  En ausencia de SPARC se facilita 
la progresión tumoral. Sobreexpresando SPARC en el tejido sano circundante se podría frenar 







Por ejemplo, se han detectado elevados niveles de SPARC en tejido normal 
comparado con las áreas tumorales en adenocarcinomas esofágicos, 
adenocarcinoma ductal y neoplasia mucinosa cística de páncreas (mucinous 
cystic neoplasia of the páncreas) (Mantoni y cols. 2008). 
 
6.2. Tumores subóptimos 
En Drosophila melanogaster hemos observado que hay mutaciones que 
inducen competición celular, entre ellas las que se producen en genes que 
afectan a la polaridad ápico-basal como scrib, lgl y dlg. Las células con estas 
mutaciones se comportan como perdedoras. Además se utilizan como modelo 
de tumoral y de metástasis en Drosophila, ya que células mutantes para scrib o 
lgl que sobreexpresan rasv12 son capaces de generar un tumor y que además 
produce metastásis (Wu y cols. 2010). 
Un segundo grupo estaría formado por tumores con este tipo de 
mutaciones, que producen desventajas (como por ejemplo del tipo lgl-/- en 
Drosophila). En este caso serían las células tumorales las que incrementarían 
la expresión de SPARC para intentar permanecer en el tejido. En este tipo de 
tumores se podría utilizar como terapia la inhibición de SPARC ya que de esta 




Figura 48. Tumores subóptimos. Tumor tipo lgl: estos tumores tendrían alguna desventaja 
respecto al tejido normal circundante y activarían SPARC. Eliminando la expresión de SPARC 








En las metástasis se ha encontrado un incremento en los niveles de 
expresión de SPARC (Minn y cols. 2005; Clark y Sage 2008). Por ejemplo en 
metástasis en el pulmón derivadas de cáncer de mama (Minn y cols. 2005). 
 El incremento de expresión de SPARC podría ayudar a las células 
tumorales a permanecer y facilitar su establecimiento en nuevos tejidos.  
Si SPARC es necesario para la supervivencia de las células cancerosas 
cuando migran a otro tejido, se podrían diseñar estrategias que eliminaran su 
expresión. Inhibiendo SPARC se reduciría la capacidad de las células 
tumorales para colonizar y expandirse por nuevos tejidos. 
 
6.4. Terapias 
Si la función de dSparc en Drosophila melanogaster está conservada en 
mamíferos, SPARC podría ser un buen candidato para ser utilizado como 
biomarcador específico de las células tumorales, esto podría ayudar a una 
detección temprana del cáncer, además se podría tener en cuenta como diana 
terapéutica.  
En los tumores subóptimos se podría utilizar como terapia la inhibición de 
SPARC ya que de esta manera se disminuiría la viabilidad del tumor, y se 
favorecería su eliminación por parte del tejido sano circundante. 
En los tumores supercompetidores SPARC podría utilizarse como terapia ya 
que como se ha demostrado, dSparc protege a las células perdedoras 
inhibiendo su eliminación por competición celular. Sobreexpresando SPARC en 
el tejido que rodea al tumor se podría frenar la colonización del mismo por las 
células supercompetidoras, ya que al no poder eliminar el tejido sano 
circundante, estas no se podrían expandir.  
Aunque la sobreexpresión de SPARC como terapia podría ser un arma de 
doble filo ya que se ha descrito que SPARC incrementa la expresión de 
metaloproteasas que son necesarias para la degradación de la lámina basal en 
mamíferos (MMPs, (McClung y cols. 2007)),  estimula angiogénesis (Ledda y 
cols. 1997; Sangaletti y cols. 2003; Alvarez y cols. 2005; Lau y cols. 2006; 






mediante la inhibición de la expresión de cadherina-E (Robert y cols. 2006; 
Sosa y cols. 2007).    
Durante los últimos años se han dirigido notables esfuerzos a la 
investigación y aplicación de nanopartículas de oro (AuNPs) en la detección 
precoz, diagnóstico y tratamiento del cáncer (Paciotti y cols. 2004; Jain y cols. 
2008). Las nanopartículas de oro (AuNPs) pueden ser producidas con distintos 
tamaños y formas, y pueden ser fácilmente funcionalizadas con un amplio 
abanico de ligandos (anticuerpos, polímeros, sondas de diagnóstico, fármacos, 
material genético…) (Bhattacharya y Mukherjee 2008; Jain y cols. 2008), y 
pueden atacar a los tumores sin afectar al tejido sano colindante (Chanda y 
cols. 2010). 
Las AuNPs presentan un extraordinario potencial como agentes 
fototerapéuticos en el tratamiento del cáncer (al ser activadas en presencia de 
luz láser, desprenden calor), así como para la elaboración de nanoestructuras 
útiles para el transporte y la vectorización selectiva de fármacos y 
macromoléculas terapéuticas (Bhattacharya y Mukherjee 2008; Jain y cols. 
2008), un buen candidato podría ser SPARC.  
También destaca la utilidad de las AuNPs en la elaboración de sistemas 
transportadores inteligentes que permiten controlar, en el espacio y en el 
tiempo, la liberación del compuesto terapéutico asociado, ya que ésta es 
desencadenada por un estímulo biológico interno (Gunnarsdottir y cols. 2002; 
Hong y cols. 2006) o por activación de un estímulo externo (por ejemplo luz 
láser) (Han y cols. 2006a; Han y cols. 2006b). 
Las nanopartículas de oro permiten la unión de múltiples agentes de 
interés biomédico. Por ejemplo, agentes de direccionamiento o 
permeabilizantes de la membrana, que permiten dirigir el fármaco a su sitio de 
acción de forma selectiva, o introducirlo dentro de la célula si la actividad del 
fármaco lo requiere. También se pueden unir con hebras de ácido ribonucleico 
de interferencia (siRNA), capaces de silenciar determinados genes (Davis y 
cols. 2010), por ejemplo se podría silenciar SPARC en grupo de los tumores 
subóptimos, lo que podría reducir su viabilidad. Esto también permitiría inhibir 






deteniendo su crecimiento, sin que esto afecte a otras células sanas (Castillo y 
cols. 2008; Fernandez-Montesinos y cols. 2009). O bien inhibir promotores 





Figura 49. Nanopartícula 
de oro multifuncional que 
incorpora ligandos de 
vectorización, diagnóstico 
por imagen y entidades 
terapéuticas entre otros. En 
el esquema se incluye el 
calentamiento de la 
nanopartícula (efecto 
hipertémico) desencadenado 
por una fuente de radiación 
luminosa (láser). 
Únicamente son necesarios 
los componentes 





El desarrollo de un nanosistema terapéutico basado en AuNPs, que 
pueda ser dirigido al lugar adecuado y activado desde el exterior por una fuente 
luminosa apropiada (rayos láser), ofrece muchas ventajas en el tratamiento del 
cáncer por dos posibles mecanismos: (a) efecto hipertérmico localizado de las 
AuNPs y; (b) liberación de un posible fármaco antitumoral asociado a las 
AuNPs, como consecuencia de la incidencia de luz láser (El ARNi de SPARC 
podría ser un buen candidato en el caso de los tumores subóptimos y también 
en las metástasis que tienen la expresión de SPARC incrementada).  
Las AuNPs pueden ser funcionalizadas con anticuerpos (biomarcadores 
moleculares específicos sobreexpresados en la superficie de las células 
cancerígenas) que se unan específicamente a las células tumorales (En este 
caso se podría utilizar SPARC como marcador). Las AuNPs pueden ser 
detectadas en muestras biológicas y tejidos utilizando una gran variedad de 






tomografía óptica, espectroscopía Raman, imagen de Raxos X, etc. (Eghtedari 
y cols. 2009). La irradiación externa de las células tumorales selectivamente 
marcadas con las AuNPs con un láser de frecuencia adecuada al máximo de 
absorción de las AuNPs resulta en un calentamiento selectivo (40-80 ºC) que 
da lugar a un daño celular irreversible y a la desorganización de los 
componentes tisulares, a unas potencias láser muy inferiores a las requeridas 
para destruir las células sanas (Loo y cols. 2005; El-Sayed y cols. 2006; Huang 
y cols. 2006a; Huang y cols. 2006b; Chen y cols. 2007; Huang y cols. 2007).  
  
7. dSparc, obesidad y cáncer 
La obesidad tiene lugar debido a desequilibrios entre el consumo y el gasto 
de energía (Kopelman 2000). Se representa como una acumulación excesiva 
de tejido adiposo blanco que es resultado de un incremento del tamaño de los 
adipocitos (hipertrofia) y de su número (Rosen y Spiegelman 2000). Los 
adipocitos derivan de células madre mesenquimales, en la primera fase de la 
adipogénesis se determinan como preadipocitos y en una segunda fase 
llamada diferenciación terminal los preadipocidos se diferencian a adipocitos 
(Gregoire y cols. 1998). En individuos obesos se produce resistencia a la 
insulina e hiperinsulinemia (Kahn y Flier 2000; Kopelman 2000).  
Se ha descrito que SPARC aumenta su expresión en los adipocitos de 
individuos obesos (Tartare-Deckert y cols. 2001). En el embrión de Drosophila 
se ha observado que dSparc se expresa en el cuerpo graso (Martinek y cols. 
2008). SPARC inhibe adipogénesis, también la diferenciación terminal y 
disminuye la deposición del tejido adiposo blanco. Por eso los ratones SPARC-/-  
tienen mayores depósitos de grasa. Normalmente los lípidos se acumulan en 
los adipocitos, y cuando la célula alcanza un tamaño determinado se 
diferencian, y  se activa la proliferación de preadipocitos. El los ratones SPARC-
/-  los adipocitos alcanzan un tamaño mayor y además se produce hiperplasia 
en el tejido (Nie y Sage 2009).  
En Drosophila, en condiciones de disponibilidad de nutrientes, los DILPs 
(Drosophila Insulin-like Peptides) y los nutrientes señalizan a través de las rutas 






retención de FOXO en el citoplasma y un aumento de traducción que conlleva 
crecimiento. Azúcares y ácidos grasos se almacenan como glugógeno y 
triacilglicerol, mientras tanto las rutas metabólicas encargadas de producir 
energía se encuentran inhibidas. Sin embargo, cuando la disponibilidad de 
nutrientes es limitada, como por ejemplo en una situación de restricción de 
dieta, la ruta de la Insulina y TOR están atenuadas, FOXO se transloca al 
núcleo, se reduce la síntesis protéica y se restringe el crecimiento. Se moviliza 
el glucógeno y triacilglicerol mediante la actividad de AKH (insect adipokinetic 
hormone) y lipasas, mientras las rutas metabólicas encargadas de producir 
energía están activas (revisado en (Baker y Thummel 2007)). 
En condiciones de restricción de dieta en Drosophila se inhibe la 
competición celular, y se atenúa la expresión de dSparc. 
Existe una relación entre obesidad y cáncer. El sobrepeso y la obesidad son 
la segunda causa más frecuente de cáncer después del consumo de tabaco. El 
sobrepeso y la obesidad causan el 20% de los cánceres detectados (Wolin y 
cols. 2010).  
Sería interesante profundizar en el estudio del papel de SPARC en la 











1. dSparc aumenta su expresión en las células perdedoras durante la 
competición celular. 
2. dSparc es un marcador específico de competición celular y no de 
apoptosis: El aumento de expresión de dSparc ocurre específicamente 
durante la competición celular. 
3. El incremento de expresión de dSparc en competición celular depende 
de Dpp. 
4. dSparc protege a las células perdedoras de la competición celular 
bloqueando la activación ce caspasa 3 (inhibiendo apoptosis). 
5. dSparc no es un inhibidor general de apoptosis, su papel es específico 
de competición celular. 
6. Primer papel fisiológico de la competición celular: La apoptosis que tiene 
lugar en el margen de la retina pupal media-tardía.  
7. dSparc protege a las células S2 de una señal de muerte (KS). dSparc es 
secretado al medio donde ejerce su efecto protector neutralizando el KS 
o activando una ruta protectora que contrarresta los efectos del KS. 
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Summary 
During development and ageing, animals suffer insults that modify the 
fitness of individual cells. In Drosophila, the elimination of viable but 
suboptimal cells is mediated by cell competition, ensuring that these cells 
do not accumulate during development. In addition, certain genes such as 
the Drosophila homologue of human c-myc (dmyc) are able to transform 
cells into supercompetitors, which eliminate neighbouring wild-type cells 
by apoptosis and overproliferate leaving total cell numbers unchanged. 
Here we have identified Drosophila Sparc as an early marker 
transcriptionally upregulated in loser cells that provides a transient 




we describe the unexpected existence of a physiological mechanism that 
counteracts cell competition during development.  
 
Introduction 
During their lifetime, cells of multicellular animals can suffer insults 
(mutations, transient errors, infections, oxidative damage) that may compromise 
their fitness (Weinberg, 2007). In Drosophila there are mechanisms (i.e. “cell 
competition”) that seem to recognize and eliminate less adapted or weaker cells 
of developmental primordia, ensuring that viable but suboptimal cells do not 
accumulate during development or ageing. How groups of cells compare their 
relative fitness levels and decide which cell will remain in the tissue (“winner 
cell”) and which cell will die (“loser cell”) is not completely clear. However, 
recent work in the Drosophila imaginal discs has shown that cell competition is 
a multistep process where at least six steps can be identified:  
First, an insult (i.e. mutation in Minutes (Morata and Ripoll, 1975; Simpson, 
1979; Moreno et al., 2002a) or dmyc (Moreno and Basler, 2004; de la Cova et 
al., 2004)), increases or decreases the fitness of a particular cell within the 
imaginal disc epithelium. Second, this translates into imbalances in morphogen 
and survival factor signaling (i.e. differences in signaling levels of the BMP2/4 
homolog Decapentaplegic (Dpp)) (Adachi-Yamada et al., 1999; Adachi-Yamada 
and O'Connor, 2002; Moreno et al., 2002a).  Third, different isoforms of the cell 
membrane protein Flower (Fwe) (Rhiner et al., 2010; Yao et al., 2009) label 
cells as winners or losers (Rhiner et al., 2010). In Drosophila, the fwe locus 
produces three isoforms: Fweubi, FweLose-A and FweLose-B. Basal levels of Fweubi 
are constantly produced in the wing imaginal disc, but during cell competition 
the loser cells downregulate fweubi and the two fweLose isoforms are upregulated 
(Rhiner et al., 2010).  Fourth, the expression of fweLose transcripts ultimately 
leads to Caspase activation in the “loser” cell (Moreno et al., 2002a; Rhiner et 
al., 2010). Fifth, weak Caspase activation in the loser cell activates an 
engulfment response in the winner cell, which is believed to help killing the 
outcompeted loser cell (Baker and Li, 2008; Li and Baker, 2007) and/or 
accompanies its extrusion from the epithelial layer (Moreno and Basler, 2004). 




proliferate to replace the loser cells. This type of proliferation requires the killing 
of the surrounding cells and has been termed “apoptosis-dependent 
proliferation” (Moreno, 2008). 
Certain genes, especially the Drosophila homologue of the proto-
oncogene c-myc, dmyc, are able to transform cells into supercompetitors 
(Moreno and Basler, 2004), which are able to eliminate neighbouring wild-type 
(wt) cells by apoptosis. Because the expansion of the supercompetitor cells by 
“apoptosis-dependent proliferation” occurs at the expense of normal 
surrounding cells, no morphological defects become apparent since total cell 
numbers remain unchanged (Moreno and Basler, 2004). Therefore it has been 
proposed that supercompetition and apoptosis-dependent proliferation could 
play an important role in early stages of cancer and the formation of 
“cancerization fields”, which occur in the absence of morphological 
malformations (Moreno, 2008; Rhiner and Moreno, 2009). It has also been 
proposed that this function of d-myc regulates organ size (de la Cova et al., 
2004). 
We have identified dsparc, the Drosophila homologue of the 
SPARC/Osteonectin protein family (Martinek et al., 2008) as an early marker 
that is transcriptionally upregulated in loser cells during cell competition. 
SPARC, a secreted multifunctional glycoprotein, belongs to the family of 
matricellular proteins, which modulate cell-cell and cell-matrix interactions and 
are induced during morphogenesis, development, tissue injury and tissue 
remodeling (Clark and Sage, 2008). Mammalian SPARC is known to bind 
several ECM proteins and to modulate the activity of various growth 
factors/chemokines (TGF-β, VEGF etc). It has been mainly found to function in 
de-adhesion, anti-proliferation and regulation of the ECM production (Framson 
and Sage, 2004). Studies of tumor growth in SPARC null mice point to a role of 
SPARC in tumor/stromal cell interactions (Brekken et al., 2003; Sangaletti et al., 
2003), but the effects on tumor growth are controversial and poorly understood 
since SPARC was found to restrict as well as to promote tumor growth and 
metastasis (Framson and Sage, 2004; Arnold and Brekken, 2009). For 
example, humans have three different dSparc homologs: SPARC/Osteonectin, 




SPARC/Osteonectin is best studied (Clark and Sage, 2008). SPARC has been 
clearly implicated in tumor development, but published reports suggest diverse 
and contradictory functions: SPARC shows differential expression in many 
epithelial malignancies (prostate, lung, intestine) (Clark and Sage, 2008), and 
can promote tumour development (Puolakkainen et al., 2004; Sansom et al., 
2007), metastasis (Minn et al., 2005) or field cancerization (Brabender et al., 
2005), while in other cases SPARC also shows characteristics of a tumor 
suppressor in many cancers (Brune et al. 2008; Cheetham et al. 2008; Hong et 
al. 2008; Rodriguez-Jimenez et al. 2007; Sato et al. 2003; Socha et al. 2009; 
Sova et al. 2006; Suzuki et al. 2005; Wang et al. 2005; Yang et al. 2007). 
Therefore, how SPARC functions mechanistically in tumorigenesis and 
metastasis still remains elusive. 
Here we describe the existence of a physiological mechanism that 
counteracts cell competition. We show that transcriptional activation of dsparc 
protects cells against cell-to-cell differences in cellular fitness, setting a higher 
threshold for Caspase activation in loser cells. This mechanism allows useful 
cells to recover from transient and limited stress before they are unnecessarily 
eliminated by their neighbours. Moreover, we show that dSparc also protects 
Drosophila S2 cells from serum withdrawal-induced apoptosis by inhibiting a 
secreted killing signal. The here described functions of Sparc in Drosophila may 




We performed gene expression microarray analysis to identify new 
molecular determinants and markers in the multistep process of cell 
competition. We compared the transcriptional profile of imaginal discs where 
cell competition was induced to control samples where no cell competition 
occurred ((Rhiner et al., 2010); see Materials and Methods). Among the genes 
that were differentially expressed (Figure S1A) we found CG6378, which 
encodes for a protein with a signal peptide (Figure S1B) that was 
transcriptionally upregulated very early during cell competition. CG6378 is the 




dSparc is upregulated during several forms of cell competition and 
supercompetition 
We generated specific antibodies against Drosophila Sparc (dSparc) and 
tested them in several settings where cell competition is known to occur. First, 
we used the Minute (M) technique, confronting M/+ loser cells, heterozygously 
mutant for a ribosomal protein gene, with wt winner cells (Morata and Ripoll, 
1975; Simpson, 1979). Imaginal discs formed entirely by wt (Figure 1A) or M/+ 
cells (Figure 1B) (i.e. in the absence of competition) expressed similar low 
levels of dSparc. In contrast, clones of M/+ loser cells growing in the same disc 
with wt cells showed upregulated dSparc (Figure 1C, D). Next, we repeated 
antibody stainings in a supercompetitor assay: It has been previously shown 
that cells expressing higher levels of dMyc under the tubulin promoter 
(tub>dmyc) can outcompete neighbouring wt cells, which in this setting perform 
as loser cells (Moreno and Basler, 2004; de la Cova et al., 2004). To this end, 
wt cells (tub>G4) were generated next to dMyc-overexpressing 
supercompetitors (tub>dmyc) by a heat-shock inducible Flipase that recognizes 
a dmyc cassette flanked by FRT sites in tub>dmycSTOP>G4 transgenic flies. 
Resulting wt cells are marked by GFP by including a UAS-GFP transgene that 
is activated upon Gal4 binding. Again, we first analyzed discs without 
competition, composed homogenously by wt or tub>dmyc cells and detected 
comparable low levels of dSparc (Figure 1E, F). However, in discs where clones 
of wt cells were mixed with tub>dmyc cells, dSparc was upregulated in the wt 
loser cells (Figure 1G, H). Then, we used a third setting where cell competition 
has been described: lethal-giant-larvae (lgl-/-) clones, like scribble or dlg mutant 
cells, behave as loser cells when confronted with wt cells (Agrawal et al., 1995; 
Brumby and Richardson, 2005; Hariharan and Bilder, 2006; Igaki et al., 2006; 
Cordero et al., 2010). Also in this case, dSparc expression was increased in the 
loser lgl-/- cells (Figure 1I, J). Finally, we tested a fourth competition scenario 
where brinker overexpressing clones behave as loser cells when confronted 
with wt cells in the wing pouch (Moreno et al., 2002a). Once more, dSparc 
expression was increased in the brk overexpressing loser cells (Figure 1K, L). 
These results suggest that dSparc is upregulated in cells that are subjected to 




dSparc levels specifically increase upon cell competition 
Upregulation of dSparc could be provoked by other cell interactions than 
competition. To answer this question, we generated pten mutant clones as a 
control, which overproliferate without inducing cell competition (Rhiner et al., 
2009) and we observed that cells next to pten mutant clones did not show 
upregulation of dSparc protein (Figure 2A, B ). To know whether dSparc is 
specifically activated by cell competition or may form part of a general response 
to inducers of apoptosis, we generated clones that overexpress the pro-
apoptotic  gene hid under the control of the actin promoter in a wt background. 
Such hid-overexpessing clones that are removed by apoptosis (Grether et al., 
1995) did not show increased dSparc levels (Figure 2C, D). Next, we used yet a 
different approach to induce apoptosis in clones in the absence of cell 
competition. We activated JNK in GFP-marked clones by overexpressing a 
constitutively active form of hemipterous (hep) (Glise et al., 1995; Adachi-
Yamada et al., 1999), the kinase activing JNK, in a wt background. hep clones 
that are eliminated by apoptosis show no upregulation of dSparc protein (Figure 
2E). In addition, we generated eiger (egr)-overexpressing clones in a wt 
background because it is known that egr induces cell death independent of cell 
competition (Igaki et al., 2002; Moreno et al., 2002b). We observed that also in 
this case there is no upregulation of dSparc in the egr-expressing clones 
undergoing cell death (Figure 2F). Finally, we generated large clones that over-
expressed hid. To achieve this we used a Gal80ts (McGuire et al., 2003) that at 
17ºC blocks Gal4 and therefore Hid production. Initially, we let the clones grow 
for 72 hours at the restrictive temperature (17ºC). Afterwards we observed that 
the large clones disappeared when shifted to the permissive temperature (29ºC, 
that inactivates Gal80ts
 
 and allows Hid production) without any upregulation of 
dsparc (Figure 2G-H). These data provide evidence that dSparc is a specific 
marker of cell competition (Figure 1) and not a general marker of apoptosis 
(Figure 2).  
Early upregulation of dSparc is dependent on Dpp signaling  
According to the microarray data, dsparc was expressed early on (12 




wing and eye imaginal discs (not shown)). Indeed, abundant dsparc transcripts 
could be detected by mRNA FISH in loser cells 48h after clone induction (ACI), 
confirming the results of the microarray (Figure 3A, B). To our knowledge, 
Drosophila Sparc is therefore the most reliable marker for cell competition, 
detectable at transcriptional and translational level (Figures 1 and 3) because, 
differential expression of downstream components of the Dpp pathway (pMad, 
Brinker) remains difficult to uncover (Moreno et al., 2002a; Moreno and Basler, 
2004) and Caspase activation occurs only in few cells at late stages of the 
competition process (Moreno et al., 2002a; Li and Baker, 2008).  
For epistasis analysis, we checked if Caspase activation is required for 
dSparc upregulation. For this purpose, we modified the previously described 
supercompetitor assay by blocking Caspase activation specifically in GFP-
marked loser cells either with UAS-p35 (a baculovirus inhibitor of active 
caspases (Hay et al., 1994)) or UAS-dIAP1 (the Drosophila inhibitor of 
apoptosis protein 1, (Yoo et al., 2002)), which are activated by Gal4 after flip-out 
of the dmyc stop cassette. Inhibition of Caspase activity by dIAP1 and p35 had 
no effect on dSparc induction upon competition 72h ACI (Figure 3C-F) 
demonstrating that Caspase activation is not required for high dSparc levels in 
loser cells. This is consistent with the observations that dSparc is an early 
marker of cell competition detected in all outcompeted cells, whereas Caspase 
activation is a late event detected only in a few cells at a given time. 
Next, we studied how dSparc expression in the supercompetitor assay is 
affected by manipulations of upstream events of cell competition such as 
imbalances in morphogen and survival factor signalling. Since loser wt cells 
have a deficit in survival signalling compared to dMyc-overexpressing 
supercompetitors (Moreno et al., 2002a; Moreno and Basler, 2004), we 
overexpressed several survival factors and/or morphogens, including Dpp, 
Wingless and the Insulin-receptor specifically in loser cells. Consistent with 
previous results, UAS-Dpp overexpression significatively rescued the 
elimination of wt loser cells (Moreno and Basler, 2004) and repressed dSparc 
activation (Figure 3G, H). In contrast, wt loser cells overexpressing Wingless 





Since cell competition can trigger JNK activation in the loser cells (Moreno 
et al., 2002a) we also tested if dSparc upregulation depends on the activation of 
the JNK pathway. We blocked JNK activity specifically in the loser cells using 
the JNK phosphatase puckered (puc) (Martín-Blanco et al., 1998) or a dominant 
negative form of the Drosophila JNK Basket (Glise and Noselli, 1997) 
specifically in loser cells with UAS transgenes (Figure 3 M-P). Inactivation of the 
JNK pathway did not repress dSparc upregulation despite it rescued cell death 
as previously shown (Moreno et al., 2002a; Moreno and Basler, 2004).  
From the above experiments we conclude that dSparc acts downstream of 
Dpp and that the enhancement of dSparc expression during cell competition 
occurs independent of JNK signalling. 
 
dSparc protects loser cells during cell competition 
To functionally analyze the role of dSparc, we decided to use specific 
dsparc RNAi lines (Dietzl et al, 2007), which permits to study the reduction of 
the extra dSparc produced by the loser cells (Figure S2A-C). The three RNAi 
lines used (from two different collections, KK and GD), have one possible off-
target by sequence homology, CG11874, which is a gene of unknown function. 
We found that CG11874 is expressed in the imaginal discs but its expression is 
not affected by dsparc RNAi suggesting that the RNAi lines only target dsparc 
(Figure S2D-F). When UAS-RNAi dsparc was activated in loser cells in the 
supercompetitor assay, the majority of those cells were eliminated and the 
clones were strongly reduced in size at 48 hours ACI, whereas loser cells with 
intact dsparc levels showed this effect only at 72h ACI (Figure 4A-D, G). 
Activation of UAS-RNAi dsparc in control clones (using tub>CD2>Gal4 or 
actinα1>yellow>Gal4 flies) did not affect survival of the dsparc RNAied cells 
surrounded by wt cells (no RNAi) (Figure 4D’). We obtained similar data for all 3 
dsparc RNAi lines of the KK and GD collection (Figure S2 G-O). In addition, 
when we generated GFP-marked wt loser cells in a tub>dmyc background but 
in a disc heterozygously mutant for a deletion in dsparc (Df(3R)nm136 
(Martinek et al., 2008)),  wt clones were outcompeted faster compared to the 
control (Figure S2G-M) similar to the dsparc RNAi data. This raised the 




during cell competition. Alternatively, the faster elimination of dsparc RNAied 
loser clones could be merely due to a cell-autonomous additive effect (i.e. 
reducing dSparc in already weakened cells due to cell competition).  
To further investigate whether dSparc in loser cells could serve as a 
protective signal, which partially delays the elimination of outcompeted cells, we 
decided to overexpress dsparc in loser cells by generating an untagged and a 
C-terminally HA-tagged UAS-dsparc construct (Figure S2P-S). Experiments 
with such transgenic flies should reveal whether dSparc overexpression is 
sufficient to protect loser cells from being outcompeted in a dose-dependent 
manner. When UAS-dsparc or UAS-dsparc-HA were activated specifically in the 
loser wt cells surrounded by tub>dmyc supercompetitors, apoptosis was 
reduced and cell competition prevented (Figure 4E-G). Overexpression of 
dsparc rescued cell elimination even better than overexpression of p35 (Figure 
4G). This is a stringent assay, because few factors are able to rescue the 
elimination of loser cells during cell competition. Based on these results, we 
conclude that dSparc is sufficient to act as a protective signal in loser cells.  
At which level of the multistep process of cell competition is dSparc acting 
as a protective signal? dSparc overexpression or RNAi did neither affect dMyc 
expression nor Dpp signalling (pMad) (Figure S2T-W). Furthermore, dSparc-
overexpressing cells that were confronted with tub>dmyc supercompetitors, 
survived and did not show any signs of Caspase activation, whereas p35 
overexpression blocks cell death but does not prevent Caspase activation 
(Figure 4J, K, compare it with Figure 4H, I), proving that high levels of dSparc 
are not only necessary but sufficient to interrupt the process before Caspase 
activation, and therefore upstream engulfment (Li and Baker, 2007) and/or 
basal extrusion (Moreno and Basler, 2004). These epistasis experiments 
suggest that dSparc acts downstream of survival factor withdrawal, but 
upstream of Caspase activation.  
 
dSparc does not generally protect from apoptosis 
To test whether dSparc could function as an inhibitor of apoptosis in other 
contexts, we coexpressed egr and dsparc under the control of the eye-specific 




morphogenetic furrow (Igaki et al., 2002; Moreno et al., 2002b).  We compared 
the eye size of these flies with flies that only express egr (Figure 5A), with flies 
that coexpress egr and dIAP1 (Figure 5C) and flies that coexpress egr and the 
egr RNAi  (Figure 5D) (that have a wt eye) and we observed that dsparc is not 
able to block or suppress the eye elimination phenotype induced by egr (Figure 
5A-E). Because most of the assays that we used to investigate dSparc´s ability 
to inhibit cell death were performed in scenarios of catastrophic cell death 
induced by overexpression of proapoptotic factors, we decided to examine the 
effect of dSparc overexpression in more physiological cell death scenarios such 
as developmental apoptosis involved in the terminalia rotation of Drosophila 
males. The terminalia is composed of two fused segments, the genitalia 
(Estrada and Sánchez-Herrero, 2000) and the analia (Moreno and Morata, 
1999) that rotate together. It has been shown that terminalia rotation requires 
cell death and that it can be blocked by inhibition or reduction of apoptosis, for 
example using the caspase inhibitor p35 (Figure 5F-H) (Macias et al., 2004) or 
mutants for the pro-apoptotic factor hid (Abbott and Lengyel, 1991; Macias et 
al., 2004). We observed that, unlike general inhibitors of developmental 
apoptosis, the overexpression of dsparc in the genital disc using the en-gal4 
driver gives rise to a wt terminalia (Figure 5F-H) showing that it does not block 
this apoptosis-dependent developmental process. We also checked the random 
apoptosis in wing imaginal discs. ap-gal4/+ imaginal discs show random 
apoptosis in the wing pouch that is higher in the dorsal region of the developing 
wing (Figure 5I,L), but that does not seem to affect the morphology of the adult, 
because those wings are morphologically normal (Calleja et al., 1996). 
Overexpression of dIAP1 was able to block this apoptosis (Figure 5J,M) but 
dSparc was not (Figure 5K,N). These data, together with the fact that dSparc 
does not prevent X-ray induced Caspase activation (Figure S3), suggest that 
dSparc is not a general inhibitor of apoptosis, despite its potent inhibition of cell 
competition-induced cell death (Figure 4).  
 
dSparc protein protects S2 cells from a “killing signal” (KS) 
We next seeked to uncover how upregulated dSparc works to buffer 




secreted in Drosophila (S2) cells. Expression of HA-tagged dSparc resulted in 
presence of the protein in both cellular and supernatant extracts, confirming the 
functionality of the secretion signal (Figure 6A). To evaluate a protective role of 
dSparc after survival factor withdrawal, S2 cells were transiently transfected 
with either dsparc or GFP and, after 48 hours, serum was removed from the 
medium; cell survival and apoptosis were measured 24 hours later. After serum 
deprivation only 40% of the cells expressing GFP survived (Figure 6B, C, G), 
whereas 95% of the cells in the well transfected with dsparc survived after the 
same treatment (Figure 6D, G). 
Since dSparc is secreted into the medium, we tested whether the 
presence of dSparc protein in the supernatant could confer some protection to 
wt S2 cells after serum deprivation. The addition of conditioned, serum-free 
medium from dSparc-transfected cells resulted in a significant protection of 
serum-deprived wt cells (Figure 6E, G); this protection was reverted when anti-
dSparc antibody was added to such medium (Figure 6F, G). Similar to 
outcompeted cells in the imaginal discs, S2 cells upregulated dSparc upon 
serum deprivation as detected by increased signal in immunohistochemistry 
(Figure 6H-I). Western Blot analysis performed with S2 cell lysates before and 
after serum withdrawal confirmed that dSparc protein levels rise markedly 
following serum withdrawal (Figure 6J). These results suggest a protective 
effect for the secreted form of dSparc. 
In order to find out the mechanism of action of dSparc, S2 cells were 
serum-deprived for 24 hours and when they started to die the conditioned 
supernatant of these cells was collected (killing signal-medium or KS-medium). 
When added to healthy S2 cells, the KS-medium induced cell death in the 
absence of serum deprivation (Figure 6K), suggesting that at least one secreted 
killing signal (KS) is present. To test whether secreted dSparc can inactivate the 
KS, we combined the KS-medium with the supernatant of cells transfected with 
the dsparc plasmid and the reversion of the KS-effect was indeed observed 
(Figure 6L). Importantly, even when the same KS medium was added to healthy 
S2 cells, together with purified dSparc protein, cell survival increased (Figure 





dSparc and Fwe belong to different pathways in cell competition 
Next we wanted to test whether there is any relationship between dSparc 
and Fwe since both have specific functions during cell competition (Rhiner et 
al., 2010), and could be part of the same pathway. 
First we used the supercompetitor assay and expressed fwe RNAi in wt 
loser cells (green) in a tub>dmyc background; we observed that knock-down of 
all the Fwe isoforms did not interfere with dSparc upregulation in loser cells 
during cell competition (Figure 7A-B).  Next, we overexpressed dsparc, in 
addition to the upregulation of the endogenous dSparc, in GFP-marked wt loser 
cells in a dmyc-overexpressing background and performed in-situ hybridization 
with fweLose-A mRNA probe. We found that fweLose-A upregulation is not affected 
by additional overexpression of dSparc during cell competition (Figure 7C-F). 
Because it is known that the overexpression of fweLose  isoforms induces 
apoptosis (Rhiner et al., 2010), we generated wt clones that overexpress UAS-
fweLose-A or UAS-fweLose-B  in a wt background, where no competition takes 
place (Figure 7G-J). We observed that the endogenous levels of dSparc did not 
change in the entire disc, and there was also no upregulation of dSparc in the 
fweLose overexpressing clones. Finally, we generated fwe mutant clones that are 
eliminated due to the lack of fweubi
 
 (Rhiner et al., 2010) and could not detect 
any altered dSparc expression in such clones (Figure 7K-M). These results 
suggest that dSparc and Fwe functions in parallel pathways and have opposing 
roles during cell competition (Figure 7N). 
Discussion 
In summary, we describe here the existence of a physiological mechanism 
that counteracts cell competition. We provide evidence that dSparc is a specific 
marker of cell competition and not a general marker of apoptosis. 
Transcriptional activation of dsparc sets a higher threshold for Caspase 
activation in loser cells, possibly by inactivating an unknown secreted killing 
signal, which is produced upon survival factor withdrawal. We further show that 
dSparc is not a general inhibitor of apoptosis, despite its potent inhibition of cell 
competition-induced cell death. dSparc may allow useful cells to recover from 




neighbours. Our results show that dSparc and Fwe function in parallel and 
opposing pathways during cell competition, with dSparc providing transient 
protection while the “Fwe Code” promotes cell elimination by labelling cells as 
“losers” (Rhiner et al., 2010). Therefore it seems likely that during early stages 
of cell competition, the decision of whether the potential loser cell will finally 
undergo apoptosis or not is still reversible. This intermediate state, where 
dSparc protects outcompeted cells, may prevent the removal of valid cells that 
suffer only a temporary fitness deficit. However, if the differences in cellular 
fitness persist and/or are too ample, cell competition-induced apoptosis is 
nevertheless triggered.  
One possibility is that secreted dSparc blocks the unknown killing signal/s 
(KS) directly in the extracellular space. dSparc could bind directly to the KS(s) 
or just form a matrix that serves as a barrier for the KS(s) to reach the loser 
cells. The other possibility is that dSparc could activate a protective pathway in 
an autocrine way that counteracts the effects of the KS. For example, 
mammalian SPARC has been shown to protect cells from apoptosis in vitro via 
activation of integrin-linked kinase and AKT (Weaver et al. 2008; Shi et al., 
2004). Whether the KS(s) is/are the same as the one proposed previously 
(Senoo-Matsuda and Johnston, 2007) is unclear, because unfortunately we 
were unable to reproduce their results in our laboratory (Casas-Tinto and 
Moreno, unpublished).  
We describe a physiological process that counteracts cell competition and 
that relates dSparc to cell competition. If cell competition is conserved in 
mammals, as mounting evidence suggest (Bondar and Medzhitov, 2010; Oertel 
et al., 2006; Oliver et al., 2004; Sansom et al., 2007; Tamori et al., 2010), this 
role of dSparc specifically repressing cell competition may have important 
consequences for our understanding of mammalian development, homeostasis, 
stem cell replacement or cancer. In particular, deregulation of this mechanism is 
likely to be important in cancer (Moreno, 2008; Vidal and Cagan, 2006; Tamori 
et al., 2010; Bondar and Medzhitov, 2010), for example by allowing metastatic 






Materials and Methods 
 
In-situ hybridization 
To determine whether CG6378 (dsparc) was expressed in loser or winner cells, 
mRNA FISH was performed as previously reported (Rhiner et al., 2010). Probes 
were generated using the following primers:     
CG6378 SP6: 
 5´ATTTAGGTGACACTATAGAAGAGTCTGCACCAATACCAACGAG 3´ 
CG6378 T7:  
5´TAATACGACTCACTATAGGGAGACGATGGTCCTTGTTGGAGTC 3´ 
Primers to generate the probe to detect fweLose-A expression were the following:  
fweLose-A SP6: 
5´ATTAGGTGACACTATAGAAGAGGCTTCTCGAGAGGACATGG 3´ 
fweLose-A T7:  
5´TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCGCCAGACATCGG 3´ 
 
Cell culture and transactivation assays 
The plasmid actα1>Gal4 (gift of K. Basler) was used in the transfections to 
activate the UAS constructs. dsparc cDNAs was cloned into KpnI and XbaI 
restriction sites of pUASp in frame with a C-terminal HA epitope or without tag, 
yielding the expression construct pUAS-dsparc-HA and pUAS-dsparc. The 
pUAST-GFP vector was used as control. 1.5 x 106 S2 cells were transfected 
with SuperFect  (QIAGEN) using 0.2μg DNA from each construct. Cells were 
treated with PBS/NaCl 150mM/ Triton 1% buffer to extract proteins.  
For serum deprivation and killing signal (KS) experiments, cells were cultured in 
Schneider´s medium (Sigma) 10% serum fetal bovine and antibiotics (penicillin 
and streptomycin) in 75cm3 flasks for 24 hours. Medium was substituted with 
serum free medium (Grace’s insect media (Lonza)) and cells were maintained 
for further 24 hours. Then, supernatant was recovered and complemented with 
10% serum, which was termed KS-medium. 
For immunostaining, transfected cells were fixed and then stained with mouse 
anti-dSparc (1: 10) or rat anti-HA antibody (1:500) (Roche), phalloidin Alexa 




Invitrogen). Cells were mounted in Vectashield with DAPI.  
For Western blots, we used NuPAGE Bis-Tris Gels 4-12% (Invitrogen), and the 
following primary antibodies: rat anti-HA antibody (1:5000) (Roche), mouse anti-
tubulin (1:1000000) (Sigma) and rabbit anti-dSparc antibody (1:5000) (a gift 
from Martinek N). 
 
wt clones in tub>dmyc background expressing effector transgenes and 
mitotic recombination clones 
The fly stocks used were obtained from the Bloomington Stock Center 
except where indicated. To generate wt clones in tub>dmyc background 
expressing different UAS constructs, crosses were performed as previously 
described (Moreno and Basler 2004). The following stocks were used: UAS-
p35, UAS- dIAP1, UAS-Dpp, UAS- LacZ, UAS-wg-HA, UAS-InR, UAS-puc, 
UAS-RNAi egr, UAS-bskDN and w;H2Av-GFP Df(3R)nm136 (Martinek et al, 
2008). The larvae were subjected to a 15-min heat shock at 37ºC and 
harvested 48 and 72h ACI. 
For RNAi experiments the following stocks of the VRDC center were used: 
UAS-RNAi dsparc (ID 16677, Chr 2, viable), UAS-RNAi dsparc (ID 16678, Chr 
3, viable), and UAS-RNAi dsparc (ID 100566 , Chr 2, viable), UAS-RNAi fwe (ID 
39596 , Chr 2, viable), UAS-RNAi fwe (ID 104993, Chr 2, viable), UAS-RNAi egr 
(ID 45253 , Chr 3, viable). Multiple UAS-dsparc and UAS-dsparc-HA transgenic 
lines for overexpression experiments were generated by standard methods. For 
the generation of mitotic recombination clones the following stocks were used: 
ywhs-FLP; FRT82B arm-lacZ/TM6b, ywhs-FLP; FRT82B ubi-GFP M (3L)RpS3, 
ywhsf, tub-gal4 UAS-GFP/FM7; ubigal80FRT40/CyO, lgl4 FRT40/ CyO, ywhsf; 
FRT40 ubi-GFP/CyO, PTEN100 FRT40/CyO males, ywf;Sp/CyO; ubi-GFP 
FRT80B/TM6b, fwe202 FRT80B/TM6b. To generate wt clones in a wt 
background the following stoks were used: ywf; sp/CyO; Pact>y>gal4 UAS-
GFP/TM6b (a gift of R. Mann), UAS-brk, UAS-hepCA, w;UAS-HA-egr (M. Miura), 
UAS-fweLose-A and UAS-fweLose-B, UAS-hid (H. Steller), ywf, Pact>CD2>gal4 
UAS-GFP; gal80ts/TM6b.  For the eye phenotype the following stocks were 
used: gmr-Gal4 UAS-egr/CyO, UAS-LacZ, UAS-dsparc, UAS-dIAP1, UAS-RNAi 




For the terminalia study the following stocks were used: en-Gal4 II, UAS-lacZ, 
UAS-dsparc, UAS-p35. 
The following driver lines were used in this study: ap-Gal4 UAS-GFP/CyO, en-
Gal4 UAS-GFP/CyO, da-Gal4 and gmr-Gal4 UAS-egr/CyO. 
 
Quantifications 
The areas occupied by GFP positive clones and the wing pouch areas were 
quantified in all the discs using Metamorph 7.0 (Molecular Devices). Averages 
and the standard deviation (SD) were calculated for each timepoint (24, 48 and 
72h). All error bars represent SD. Statistical significance was calculated with the 
Student’s T-test. 
The eye area was quantified using Image-J A 1.44a software. 
Apoptotic corpses in discs containing dSparc-overexpressing clones in a dMyc-
overexpressing background were counted by Metamorph 7.0 (Molecular 
Devices).  
 
dSparc antibody and immunohistochemistry 
A mouse monoclonal antibody against the peptide 
EAETNNSRRWSNAAVWKWC of dSparc was generated by standard methods. 
Imaginal discs were fixed and and incubated with anti-dSparc (1:10) followed by 
signal amplification with tyramide (Invitrogen). Further antibodies used for 
immunohistochemistry were :rabbit anti-GFP (1:250)  (Invitrogen), mouse anti-
GFP (1:250) (Roche), rabbit anti-pMad  (1:400) (G. Morata), mouse anti-dMyc  
(R.N. Eisenman and B.A. Edgar), rabbit anti-cleaved Caspase-3  (Cell Signaling 
Technology), rat anti-HA (Roche), mouse anti-Wg (DSHB). All images were 
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Figure 1: Loser cells upregulate dSparc during cell competition. 
 (A) Wt and (B) Minute heterozygous (M/+) control wing discs stained with anti-
dSparc (red), showing uniform expression. Inset in B shows a wing disc 
heterozygous for the Minute mutation marked by GFP (M,ubi-gfp).    (C-D) M+
 
 
(wt) clones in a M/+ background. dSparc (red) is up-regulated in M/+ cells 
(green).  (E-F) Control discs showing endogenous expression of dSparc (red) 
both in wt (E) and tub>dmyc (F) wing epithelia. (G-H) wt clones (green) in a 
tub>dmyc background upregulate dSparc (red). (I-J) lgl mutant clones (green) 
show increased dSparc expression (red). The clone boundaries are outlined in 
white colour. (K-L) brk overexpressing clones (green) in a wt background show 
upregulation of dSparc (red). Inset in K-L (K´-L´) show a magnification of the 
UAS-brk clones. 
Figure 2: dSparc is a specific marker of cell competition 
(A-B) GFP-marked cells next to pten mutant clones (absence of green) do not 
show dSparc upregulation (red). (C-D) hid-overexpresing clones (green) in a wt 
background do not present enhanced dSparc expression (red). Insets in C´ and 
D´show a magnification of dSparc staining and GFP clones (arrows). (E) hepCA 
overexpresing clones (green) in a wt background do not show upregulation of 
dSparc (red). (E´) Nuclei are stained with DAPI (blue). (E´´) dSparc staining is 
shown in red. (E´´´) merge. (F) egr-overexpresing clones (green) in a wt 




visualize HA-egr expressing clones in magenta. (F´´) dSparc staining (red). 
(F´´´) merge (There are white arrows pointing to the small GFP clones). (G-H) 
hid-overexpresing clones (green) during 24h under the control of Gal 80ts 
Figure 3: Epistasis analysis. 
in a wt 
background do not show upregulation of dSparc (red).  
 
 (A-B) In-situ hybridization reveals the presence of dsparc mRNA (red) in wt 
clones (green) in a tub>dmyc background. (C-F) Neither expression of p35 (C) 
nor dIAP1 (E) can downregulate dSparc expression (red) in loser cells, even 
though they are rescued from cell competition (72h after clone induction (ACI)). 
Quantitation of dSparc levels in loser cells did not show significant differences 
between the experiments shown in Figure 1G-H and those from Figure 3C-F 
(not shown). (G-H) The overexpression of Dpp specifically in loser cells 
prevents dSparc upregulation (G), whereas overexpression of InR (I-J) or Wg 
(K-L) do not (48h ACI). Expression of UASpuc (M,N) or a dominant negative 
form of bsk (UASbskDN
 
) (O,P) in loser cells (green) does not suppress dSparc 
upregulation (red), even though loser cells are rescued from cell competition 
(72h ACI).   
Figure 4: Overexpression of dSparc rescues wt cells from cell 
competition. 
 (A) GFP-marked wt cells (green) in a tub>dmyc supercompetitor background 
48h and (B) 72h ACI. wt loser cells are gradually outcompeted, first in the wing 
pouch until only a few clones remain in the periphery of the disc. (C) RNAi of 
dsparcGD  (Chr 3) specifically expressed in loser cells marked by GFP, leads to 
a faster reduction of loser clones (green) at 48h and  (D) 72h ACI  compared to 
wt cells  (A and B, respectively). (D´) control wt clones expressing RNAi of 
dsparc (green).  (E) Overexpression of dsparc specifically expressed in the 
losers which are marked by GFP (using a UAS-dsparc transgene) rescues the 
elimination of loser clones (green) by tub>dmyc supercompetitors at 48 h ACI 
(E) and 72 h ACI (F).  (G) Quantification of remaining loser clones in the 
supercompetitor assay at various timepoints ACI, the number of animals 




asterisks indicate statistical significance in a Student’s T-Test. (H) Loser clones 
(green) in a tub>dmyc background 72h ACI expressing a UAS-p35 transgene. 
(I) Caspase-3 staining is shown in red.  (J) Loser clones (green) in a tub>dmyc 
background expressing UAS-dsparc at 72h ACI; In this case, Caspase 3 
activation is prevented. Note the absence of red apoptotic cells (K).   
 
Figure 5: dSparc is not a general inhibitor of apoptosis. 
(A-E) egr is ectopically expressed in the eye under the gmr promoter where it 
induces cell death and causes eye ablation (A). Coexpression of egr and dsparc 
does not block or suppress the eye elimination phenotype (B). Coexpression of 
egr and dIAP1 partially suppresses the eye elimination phenotype (C). 
Coexpression of egr and the egr RNAi rescues the eye elimination phenotype 
(D). (E) Quantification of the eye area for all genotypes, the number of animals 
analyzed is indicated (n). Error bars represent SD. The asterisk indicate 
statistical significance p<0,0001 in a Student’s T-Test (n.s.= not significant). (F) 
wt male with its ventral side up, showing the correct position of external 
terminalia (analia plus genitalia). The positions of the genitalia and analia are 
indicated. (G) If developmental cell death is inhibited in the male terminalia (in 
en-Gal4; UASp35 flies) the flies show a failure in the rotation of the analia and 
genitalia compared to the wild-type. (H) Males overexpressing dSparc in the 
terminalia (en-Gal4; UASdsparc) show a normal arrangement of the terminalia. 
(I-N) lacZ as a control, dIAP1 and dsparc are ectopically expressed in the dorsal 
compartment of the wing pouch driven by ap>Gal4 (green). Active Caspase 3 is 
shown in red. Apoptosis is inhibited by dIAP1 (compare I,L with J, M). The 
Caspase 3 activation in discs with dorsal dsparc overexpression (K, N) is similar 
to a wt disc (I, L). 
 
Figure 6: dSparc protein protects S2 cells from a “Killing Signal” 
(A) Western blot with proteins from dSparc-HA transfected S2 cells and 
respective supernatants. dSparc-HA protein can be detected with an anti-HA 
antibody (red band, arrowhead). Tubulin (green) is used as a loading control. 
Protein complexes including dSparc-HA are found in the supernatant fractions 




serum-free media, (D) transfected with dSparc-HA and serum deprived, (E) 
serum deprived S2 cells complemented with dSparc enriched supernatant  
(from 6D), (F) same as (E) plus specific anti-dSparc antibody. (G) Cell survival 
is plotted after different treatments: Serum or Killing Signal (KS). Tf, transfected. 
Sp, supernatant. Ab, dSparc antibody. Error bands represent SD, N=3.  (H-I) 
Endogenous dSparc expression in S2 cell cultivated in 10% serum (H) or under 
serum deprivation (I).  (J) Western blot with proteins from S2 cells cultivated in 
10% serum or under serum deprivation, endogenous dSparc protein is 
upregulated in serum-deprived conditions. dSparc protein was detected with 
anti-dSparc antibody and Tubulin is used as a loading control. (K-M), (K) S2 
cells after 36 hours in KS-enriched medium (supernatant from 6C + 10% serum, 
see methods).  (L) KS-enriched medium supplemented with dSparc supernatant 
(from fig 6D). (M), KS-enriched medium supplemented with 150 ng/100µl of 
dSparc purified protein. The S2 cells in B-F and K-M are stained with phalloidin 
(green) to visualize the cell shape and DAPI (blue) to mark the nuclei. 
 
Figure 7: dSparc and Fwe belong to different pathways in cell competition 
(A-B) Expression of fwe RNAi specifically in GFP-marked wt cells (green) 
surrounded by tub>dmyc supercompetitors. The downregulation of fwe does not 
interfere with the upregulation of dSparc upon supercompetition (red). (C-D) In-
situ hybridization reveals the presence of fweLose-A mRNA (red) in wt clones that 
ectopically overexpress dsparc (green) in a tub>dmyc background. Negative 
control with fweLoseA sense probe for the in-situ hybridization (E-F). (G-H) wt 
clones that overexpress fweLose-A are marked with GFP (green) in a wt 
background do not show changes in dSparc levels (red). (I-J) wt clones 
overexpressing fweLose-B
 
 (green) in a wt background do not show changes in 
dSparc expression (red). (K-M) fwe mutant clones (absence of green) do not 
show altered dSparc expression (red). (N) dsparc and fwe both play a role 
during cell competition in the loser cells but they act in independent pathways 
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Inventory of Suplemental data 
 
Supplementary Figure 1(related to Figure 1):Microarray data and table 
including expresión levels of early upregulated genes during cell competition. 
Aminoacid sequence and domains of dSparc. 
 
Supplementary Figure 2 (related to Figure 4): Functionality of used dSparc 
loss-of-function tools.Overexpression of dSparc rescues wt cells from 
cell competition. Functionality of used dsparc gain-of-function 




Supplementary Figure 3 (related to Figure 5): dSparc is not a general inhibitor 




Supplemental Experimental Procedures 
 
Microarray analysis 
For the microarrays, marked wt cells were generated in a dMyc-overexpressing 
background with the tub>dmyc>Gal4 transgene as described in Moreno and 
Basler, 2004. For control clones, the tub>cd2>dmyc transgene was used 
instead. The cells were marked by including a UASgfp reporter. Heat shock was 
optimized to maximize the amount of boundaries where GFP and non-GFP 
clones contact each other and mRNA was extracted with TRIzol reagent 
(Invitrogen) and RNeasy (Quiagen) from both genetic setups at 0, 12, 24 and 48 
hours and the profiles were analyzed using BDGRC microarrays. The 
microarray data discussed in this publication have been previously deposited in 
NCBI's Gene Expression Omnibus and are accessible through GEO Series 
accession number GSE21230 (Rhiner et al., 2010). 
 
In-situ hybridization 
mRNA FISH was performed as previously reported (Rhiner et al., 2010). 
Shortly, discs were fixed in 4% FA and incubated with a digoxigenin-labeled 
RNA probe O/N or 48h at 56°C. After washing, signal was developed with a 
mouse anti-digoxigenin antibody (Jackson Immunoresearch) and the tyramide 
signal amplification system (Invitrogen).  
The probe against the predicted off-target CG11874 of dsparc RNAi lines was 
generated using the following primers:  
CG11874 SP6: 
5´ATTTAGGTGACACTATAGAAGAGATGGAGAAGCGAACTCAGCGG 3´ 
CG11874 T7:  
5´ TAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGTATCCAATGAGTCAACAATGG 3´ 
 
wt clones in tub>dmyc background expressing effector transgenes and 
mitotic recombination clones 
To generate wt clones in tub>dmyc background expressing different UAS 
constructs, crosses were performed as previously described (Moreno and 




(ID 16678, Chr 3, viable), UAS-RNAi dsparc (ID 100566 , Chr 2, viable) and 
w;H2Av-GFP Df(3R)nm136 (Martinek et al, 2008). The larvae were subjected to 
a 15-min heat shock at 37ºC and harvested 48 and 72h ACI. 
 
Supplementary functional assays 
To overexpress UAS-RNAi dsparc or UAS-dsparc in the dorsal compartment of 
the wing imaginal disc, females of genotype ap-Gal4 UAS-GFP/CyO were 
crossed with UAS-RNAi dsparc  or UAS-dsparc males.  
 
Cell culture and transactivation assays 
The plasmid actα1>Gal4 (gift of K. Basler) was used in the transfections to 
activate the UAS constructs. dsparc cDNAs was cloned into KpnI and XbaI 
restriction sites of pUASp in frame with a C-terminal HA epitope or without tag, 
yielding the expression construct pUAS-dsparc-HA and pUAS-dsparc. The 
pUAST-GFP vector was used as control. 1.5 x 106 S2 cells were transfected 
with SuperFect  (QIAGEN) using 0.2μg DNA from each construct. Cells were 
treated with PBS/NaCl 150mM/ Triton 1% buffer to extract proteins.  
For immunostaining, transfected cells were fixed and then stained with mouse 
anti-dSparc (1: 10) or rat anti-HA antibody (1:500) (Roche), phalloidin Alexa 
fluor 488 (Invitrogen), and fluorescence-coupled secondary antibodies (1:250; 
Invitrogen). Cells were mounted in Vectashield with DAPI. All Images were 
taken in a LEICA TCS-SP2-AOBS microscope.   
For Western blots, we used NuPAGE Bis-Tris Gels 4-12% (Invitrogen), and the 
following primary antibodies: rat anti-HA antibody (1:5000) (Roche), mouse anti-
tubulin (1:1000000) (Sigma). 
 
Quantifications 
The areas occupied by GFP positive clones and the wing pouch areas were 
quantified in all the discs using Metamorph 7.0 (Molecular Devices). Averages 
and the standard deviation (SD) were calculated for each timepoint (24, 48 and 






dSparc antibody and immunohistofluorescence 
Imaginal discs were fixed and and incubated with anti-dSparc (1:10) followed by 
signal amplification with tyramide (Invitrogen). Further antibodies used for 
immunohistochemistry were :rabbit anti-GFP (1:250)  (Invitrogen), rat anti-HA 
(Roche), rabbit anti-pMad  (1:400) (G. Morata), mouse anti-dMyc  (R.N. 
Eisenman and B.A. Edgar), mouse anti-Wg (DSHB)All images were obtained 




Supplemental figure legends 
 
Supplementary Figure 1: Microarray data and aminoacid sequence and 
domains of dSparc. 
 (A) Gene expression microarray analysis to identify markers of cell competition. 
The transcriptional profile of imaginal discs where cell competition was induced 
was compared with control samples where no cell competition occurred. Among 
the genes that were differentially expressed we selected CG6378 (dsparc, red 
line). (B) Aminoacid sequence and domains of dSparc.  The signal peptide is 
represented in red. The N-terminal acidic domain is shaded in yellow. The 
Follistatin-like domain is shown in blue and the extracellular calcium binding 
domain is depicted in light orange (Adapted from Martinek et al. 2002). The 
peptide recognized by the antibody is marked in green.   
 
Supplementary Figure 2: Functionality of used dSparc loss-of-function 
and gain-of-function tools.Overexpression of dSparc rescues wt cells 
fromcell competition. dSparc levels do not affect dMyc expression nor 
Dpp signalling. 
 (A-C) Reduction of dSparc protein by RNAi ((A), red) in the dorsal compartment 
(green (B), merged image  (C)). (D-F) RNAi of dsparc in the dorsal 
compartment (green) (E) driven by the ap-Gal4 promoter does not reduce the 
expression of CG11874, a potential off-target of the dsparc RNAi construct 
shown by in-situ hybridization against CG11874 mRNA (red) (D). (F) In-situ 
hybridization against CG11874 mRNA with the sense probe as a negative 
control.  (G) Quantification of remaining loser clones in the supercompetitor 
assay at various timepoints ACI. The wing pouch is marked by wingless (red), 
the number of animals analyzed is indicated (n). Error bars represent SD. The 
asterisk indicates statistical significance in a Student’s T-Test. 
 (H) GFP-marked wt cells (green) in a tub>dmyc background 48h and (L) 72h 
ACI. Wt loser cells are gradually outcompeted, first in the wing pouch until only 
a few clones remain in the periphery of the disc. (I) GFP-marked wt cells 
(green) in a tub>dmyc background in a disc heterozygously mutant for a 




the wing pouch of dsparc heterozygously mutant discs compared to the control. 
(J, N) RNAi of dsparc (GD collection, Chr 3) specifically activated in GFP-
marked loser cells facing dMyc-expressing supercompetitors, leads to a faster 
reduction of the loser clones (green) at 48h (J) and  (N) 72h ACI compared to wt 
cells  (H and L, respectively). (K, O) RNAi of dsparc (KK collection) specifically 
expressed in the losers which are marked by GFP leads to a faster reduction of 
loser clones (green) at 48h (K) and  (O) 72h ACI  compared to wt cells  (H and 
L, respectively). (P-Q) Representative picture of dSparc-HA overexpression in 
the dorsal compartment (red, anti-dSparc Ab) using the created UAS-dsparc 
transgenic lines. (P) The dorsal compartment shows the overexpression of 
dSparc in red (anti-dSparc Ab), the endogenous expression of dSparc can be 
observed in the ventral compartment. (Q) Staining against HA in magenta 
shows the expression of dSparc-HA. (R) Double Immunostaining of cells 
transfected with UAS-dsparcHA using mouse monoclonal antibody against 
dSparc  (green) and rat anti-HA antibody to detect HA-tagged dSparc  (red). 
Note that the anti-HA antibody recognizes only the tagged dSparc forms 
(arrowhead), whereas the anti-dSparc antibody recognizes HA-tagged and 
endogenous dSparc (arrows). Nuclei are stained with DAPI (blue). (S) Western-
blot showing dSparc expression levels of different transgenic lines.  
 (T) Activation of UAS-RNAi dsparc or overexpression of UAS dsparc (U) in the 
dorsal compartment (see insets, green) by the ap-Gal4 promoter does not affect 
pMad levels (red).  (V) Expression of UAS-RNAi dsparc in the dorsal 
compartment (inset, green) does not alter dMyc levels (red) in the wing disc, nor 
does overexpression of UAS- dSparc (W).    
 
Supplementary Figure 3: dSparc does not inhibit X-Ray induced cell 
death. 
(A) Caspase staining (red) in en-Gal4; UAS-dsparc discs 24 hours after 
irradiation with 1500 rads. Note that Caspase 3 is equally induced in cells with 
high dSparc levels (green) and control cells (black). 
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